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1 Objetivos 
Los objetivos de esta Tesis Doctoral  se han centrado en el estudio y desarrollo  de nuevos métodos para la determinación de cocaína en muestras decomisadas de diferente naturaleza utilizando medidas por espectroscopia infrarroja, tanto en el infrarrojo próximo (NIR) como en el medio (MIR). En particular se ha tratado de llevar a cabo desarrollos que supongan obtener las medidas de forma rápida y no destructiva, evitando la generación de residuos y eliminando los riesgos que suponen para el operador el uso de disolventes y reactivos. 
La razón por la que se ha escogido la cocaína como analito de estudio se debe a que además de ser la sustancia objeto de mayor número de incautaciones después de la planta de cannabis y el hachis, es la que se encuentra en matrices más variadas y la que sufre mayor adulteración de todas las sustancias ilegales que se analizan en los laboratorios forenses  y, por tanto, esto supone que se presenten un número importante de interferencias a la hora de llevar a cabo su determinación. En este sentido, se han explorado las posibilidades de la espectroscopia infrarroja como método de screening para el análisis de rutina de muestras sospechosas de contener cocaína y poder evaluar la presencia de sustancias adulterantes que permitan una mejor caracterización y seguimiento de las muestras aprehendidas. 
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2 Objetivos 
 
En esta Tesis Doctoral se han desarrollado los siguientes estudios y aplicaciones analíticas: 
1. Determinación de cocaína en muestras en polvo mediante regresión PLS por medida directa DR-NIR en viales de vidrio. Trabajo original publicado en la revista Forensic Science International  bajo el título “A green method for the determination of cocaine in illicit samples”, 237 (2014) 70-73 [1]. 
2. Determinación de cocaína y sus adulterantes en muestras sólidas mediante una rutina basada en la medida directa ATR-MIR. 
3. Determinación cuantitativa de cocaína en matrices impregnadas mediante el uso de modelos PLS-ATR-MIR y PLS-DR-NIR, empleando en este último caso una sonda de fibra óptica para realizar las medidas. 
4. Determinación de cocaína en muestras acuosas mediante PLS-ATR-MIR. 
5. Determinación de cocaína en muestras decomisadas que contienen sustancias enmascarantes de su aspecto, mediante detección por espectroscopia ATR-MIR. 
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2 Introducción General 
2.1Evolución del status legal de la cocaína hasta su fiscalización internacional 
La cocaína es una sustancia con actividad anestésica y psicoactiva que se obtiene a partir de la hoja de la planta de la coca (Erythroxylon coca o Erythroxylon novogranatense). Esta planta se cultiva principalmente en Colombia, Bolivia y Perú. En los países productores, el consumo de la hoja masticada o en forma de infusión constituye una tradición muy antigua que se ha venido utilizando para combatir el cansancio, el hambre y el llamado mal de altura [2].  
La cocaína fue aislada por primera vez a partir de la hoja de coca en el año 1860 por el químico alemán Albert Niemann (1834-1861). En 1880 Basil Von Anrep (1852-1925) publicó los resultados de sus estudios relacionados con la aplicación de la cocaína en humanos, donde recomienda su utilización en anestesia quirúrgica. En 1884 Carl Koller (1857-1944) demostró sus beneficios como anestésico en oftalmología. William StewardHalsted (1852-1922) y su colaborador Richard John Hall (1856-1897) comenzaron sus investigaciones sobre el uso de las inyecciones de cocaína y, finalmente, desarrollaron la técnica de la anestesia regional [3]. En la actualidad todavía se utiliza en algunos países como anestésico local en cirugía ocular, del oído y de la garganta [2].  
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Por otro lado Sigmund Freud (1856-1939), padre del psicoanálisis y defensor del uso de esta sustancia, publicó en 1884-1885 una serie de artículos entre los que destacan “Contribución al conocimiento de los efectos de la cocaína” [4] y “Sobre la coca” [5], donde defiende el uso de esta sustancia en medicina y, paradójicamente, la recomienda para la deshabituación de adictos a la morfina. Uno de los primeros adictos a la cocaína que se conocen fue el médico austriaco Fleischl (1846-1891), íntimo amigo de Freud y adicto a la morfina, que utilizaba para combatir los fuertes dolores que sufría; siguiendo las teorías de Freud acabó convirtiéndose también en adicto a la cocaína [6]. 
En 1886, el farmacéutico John Pemberton (1881-1888) incluyó la hoja de coca como ingrediente en su famoso refresco Coca-Cola, que posteriormente tuvo que dejar de utilizar debido a la presión pública. 
Por aquel entonces la comunidad científica comenzó a condenar el uso de la cocaína. Louis Lewin (1850-1929), prestigioso farmacólogo alemán y estudioso de las plantas psicoactivas, fue uno de los primeros en atacar el uso de esta sustancia; a él se le unió A. Erlenmeyer (1848-1926), médico alemán, que calificó la cocaína como “el tercer azote de la humanidad”, después del opio y el alcohol [6]. 
En la literatura de la época encontramos también referencias al abuso de esta sustancia. En 1888 el escritor Arthur Conan Doyle publicó “El Signo de los Cuatro”, donde Sherlock Holmes utiliza la cocaína inyectada como droga de abuso a pesar de las advertencias de Watson.  
Como puede verse en los ejemplos de anuncios de la Figura 1, en los primeros años del siglo XX se utilizaba cocaína purificada en un gran número de tónicos y elixires preparados para tratar una amplia variedad de enfermedades, si bien es cierto que no existía ningún tipo de control sobre esta sustancia y, en general, sobre este tipo de preparados. 
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Figura 1. Ejemplos de anuncios de medicamentos y reconstituyentes a base de cocaína. Fuente: referencia [7,8]. 
La Convención Internacional del Opio fue el primer tratado internacional sobre control de drogas, firmado en 1912 en La Haya por unos pocos países, en el que se incluían medidas de control para la morfina, la cocaína y sus derivados. En 1919 se incorporó al Tratado de Versalles, firmado al final de la Primera Guerra Mundial, siendo suscrito éste por más de 50 países. Pero fue en el año 1961 cuando se ampliaron los controles sobre las sustancias estupefacientes con la firma de la Convención Única sobre Estupefacientes, entre los que se incluyó también la hoja de coca. Los países firmantes de este convenio internacional adquirieron el compromiso de tomar medidas para limitar el uso de estupefacientes únicamente a fines médicos y científicos. Para ello se estableció una cooperación y fiscalización internacional constante para este tipo de sustancias, reconociendo las partes la competencia de Naciones Unidas en materia de fiscalización internacional. Dichas competencias se desarrollaron a través del Consejo Económico y Social y la Junta Internacional de Fiscalización de Estupefacientes (JIFE). Posteriormente, en el año 1971, se firmó el Convenio sobre Sustancias Psicotrópicas y, finalmente, en 1988 se adoptó la Convención de las Naciones Unidas contra el tráfico ilícito de 
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estupefacientes y sustancias psicotrópicas. Esta última convención introdujo la fiscalización también de los precursores empleados en la fabricación de drogas. Dado que muchos de ellos son sustancias con usos legales empleadas en la industria química, las empresas que los utilizan están obligadas a someterse a determinados trámites y controles administrativos.  
A nivel nacional, la Ley 17/1967 de 8 de abril [9] tiene por finalidad específica la actuación de la legislación española sobre estupefacientes adaptándola a lo establecido en la Convención Única de 1961.El rigor de las medidas de fiscalización varía de un grupo de sustancias a otro en función de la capacidad para provocar adicción, de su valor terapéutico y del riesgo de su uso indebido. En función de estos parámetros las sustancias se clasifican en cuatro listas: Listas I, II, III y IV. A modo de ejemplo, la Lista I, en la que se encuentra la cocaína, es la que incluye las sustancias estupefacientes sometidas a rigurosas medidas de control.  
Desde el punto de vista del consumo, en la actualidad, la cocaína es utilizada ampliamente como droga de abuso. En el World Drug Report 2015, elaborado por la Oficina de las Naciones Unidas Contra la Droga y el Delito (UNODC), se estima que en el mundo hay 17 millones de consumidores de cocaína y que se destinan 120.800 hectáreas al cultivo de hoja de coca [10]. 
El Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanías (OEDT/EMCDDA) ha estimado, en su informe de 2016, que un 5.1 % de la población europea entre 15 y 64 años (esto es, 17.1 millones de personas) ha consumido cocaína a lo largo de su vida y 3.6 millones (que representan el 1.1 %) lo hicieron durante el último año. Como se ve en la Figura 2, el porcentaje prácticamente se duplica si nos referimos a la población de jóvenes entre 15 y 34 años [11]. Además, el consumo de cocaína es el responsable en Europa de gran parte de los casos de hospitalización por problemas agudos, así como de las muertes relacionadas con el consumo de drogas. En este sentido, en el año 2012 fueron 
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diecinueve países europeos los que notificaron muertes relacionadas con el consumo de cocaína, habiéndose identificado más de 500 casos en total [12]. 
 
Figura 2. Consumo de cocaína entre la población europea. Informe europeo sobre drogas 2016. Fuente: EMCDDA [11]. 
En la actualidad, esta droga de abuso se produce casi exclusivamente en Colombia, Bolivia y Perú, desde donde es distribuida al resto de países consumidores. El abanico de métodos para transportar la cocaína a Europa es especialmente variado, donde cabe citar el desplazamiento de camellos o mulas (como vulgarmente se conoce a los traficantes a pequeña escala y a los que viajan en vuelos comerciales transportando drogas, en ocasiones en el interior de su cuerpo), el transporte aéreo comercial, el transporte marítimo, los servicios de paquetería y correo urgentes y los vuelos privados. España, Bélgica, Países Bajos, Francia e Italia totalizaron el 84 % de las 61.6 toneladas de cocaína incautadas en Europa en el año 2014. De estos países, sigue siendo España el territorio donde mayor cantidad de cocaína se incauta [11]. En los gráficos A y B de la Figura 3 se puede observar como la tendencia en la cantidad incautada se mantiene desde 2002 y como España es también el país líder en el año 2015 en cuanto a número de incautaciones.  
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Figura 3. A. Gráfico con las cantidades de cocaína incautadas ente los años 2002 a 2014 por países en Europa (en toneladas). B. Distribución por países del número de incautaciones realizadas (en miles). Fuente: referencia [11]. 
De las dos formas de cocaína disponibles en Europa (Figura 4), la menos común es el crack (base libre) mientras que la más habitual es el polvo de cocaína (sal clorhidrato), que suele presentarse en forma de polvo blanco [13]. 
A 
B 
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Figura 4. Muestra de cocaína en polvo y crack. Fuente: Informe Cocaína. OEDT-Europol [13]. 
Combinada con la cocaína encontramos dos grupos principales de sustancias: los diluyentes y los adulterantes. Los diluyentes son sustancias inactivas que se utilizan para incrementar el peso, dar consistencia o facilitar la absorción de la droga. Algunos ejemplos de este tipo de sustancias son el manitol, la glucosa o la lactosa. Por su parte, los adulterantes imitan o potencian el efecto de la droga [14] y suelen añadirse a las dosis preparadas para el consumo. Éste es el caso de sustancias como la fenacetina, la tetracaína, la cafeína o el levamisol, entre otras. Hasta hace poco tiempo, la adulteración era menos frecuente en el material sometido a tráfico internacional, cuyo contenido en cocaína alcanzaba de un 80 a un 90 % de riqueza (referido a la base) [2], pero esta tendencia ha cambiado ya que en la actualidad aparece el levamisol como adulterante en la mayoría de la cocaína a granel incautada [15].  
El tráfico de estupefacientes está considerado en el Código Penal Español como un delito contra la salud pública [16]. El artículo 368 establece: “Los que ejecuten actos de cultivo, elaboración o tráfico, o de otro modo promuevan, favorezcan o faciliten el consumo ilegal de drogas tóxicas, estupefacientes o sustancias psicotrópicas, o las posean con aquellos fines, serán castigados con las penas de prisión de tres a nueve años y multa del tanto al triplo del valor de la droga objeto del delito si se tratare de sustancias o productos que causen grave daño a la salud, y de prisión de uno a tres años y multa del tanto al duplo en los demás casos”.  
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La determinación de la riqueza de la sustancia fiscalizada, así como de la presencia de otras sustancias adulterantes, resulta fundamental tal como recoge el artículo 369 del Código Penal,  ya que la pena prevista se agrava en el caso que se superen las cantidades denominadas de “notoria importancia” o cuando la sustancia fiscalizada vaya acompañada de otras que potencien su toxicidad y, por tanto, incrementen el daño sobre la salud [16]. Según el Acuerdo del Pleno de la Sala 2ª del Tribunal Supremo de 19 de noviembre del 2001, la agravante especifica de “notoria importancia” se determina a partir de las 500 dosis referidas al consumo diario de cada una de las sustancias según Informe del Instituto Nacional de Toxicología de 18 de octubre de 2001. En el caso de la cocaína dicha cantidad se establece en 750 gramos [17].  
En cuanto a la punibilidad del tráfico a pequeña escala, que representa el 60 % de todas las detenciones por tráfico de estupefacientes, se tiene en cuenta la “dosis mínima psicoactiva” así como que la cantidad intervenida supere un mínimo establecido, ya que en el Código Penal Español no se considera punible la posesión de ciertas cantidades de las sustancias estupefacientes consideradas para consumo propio. La “dosis mínima psicoactiva” es la mínima cantidad necesaria de una sustancia que tenga las propiedades establecidas en la definición de droga dada por la Organización Mundial de la Salud (OMS), esto es: “Toda sustancia que introducida en el organismo por cualquier vía de administración, produce una alteración de algún modo del natural funcionamiento del sistema nervioso central del individuo y es, además, susceptible de crear dependencia, ya sea psicológica, física o ambas”. La “dosis mínima psicoactiva” para cada una de las sustancias fiscalizadas la establece el Instituto Nacional de Toxicología y Ciencias Forenses. En el caso de la cocaína es de 50 mg de cocaína base [18]. Las cantidades mínimas establecidas para consumo propio por el Instituto Nacional de Toxicología y Ciencias Forenses están calculadas considerando el supuesto de posesión para cinco días de consumo. En el caso de la cocaína el consumo diario está establecido en 1.5 g y 
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la cantidad mínima para consumo propio es, por tanto, de 7.5 gramos de cocaína base [18]. 
En las causas penales, los informes periciales acerca del valor de las sustancias intervenidas son elaborados por las fuerzas aprehensoras. El informe del año 2015 del Observatorio Español de las Drogas y las Toxicomanías (OEDT) [19]establece un precio medio para el gramo de cocaína en España de 57.57 euros, si bien es cierto que dicho valor es cambiante a nivel mundial y depende de diversos factores [20]. 
Los Laboratorios Nacionales de Control de Drogas son los encargados de elaborar los informes periciales relativos a la naturaleza y composición de las sustancias decomisadas por los Cuerpos y Fuerzas de Seguridad del Estado. Los procedimientos analíticos que se aplican en estos centros están basados, principalmente, en las “Recomendaciones para el análisis de las sustancias fiscalizadas” de la UNODC [2]. Dichas recomendaciones se extienden también al muestreo y a la implantación de un sistema de Garantía de Calidad en los laboratorios que asegure el correcto funcionamiento de los mismos. Por otro lado, el Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG), dependiente de la Administración de Estados Unidos, también elabora recomendaciones a tener en cuenta relativas a los criterios de muestreo y a los métodos de análisis, entre otros [21,22]. 
En las siguientes secciones de esta Introducción se presentan y comentan aspectos tales como el procedimiento habitual de obtención de cocaína, así como las herramientas disponibles para su identificación, análisis y control. 
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2.2 Producción ilícita de cocaína 
El proceso de obtención de la cocaína está íntimamente ligado a sus 
propiedades físico-químicas, especialmente a los datos de solubilidad de la 
cocaína base y del clorhidrato en diferentes disolventes (Figura 5 / Tabla 1). 
 
 
COCAÍNA 
Sinónimos:  [1R-(exo,exo)-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-azabicilo[3.2.1]octano-2-éster metílico del ácido carboxílico. 3β-hidroxi-1αH, 5αH-tropano-2β-benzoato del éster metílico del ácido carboxílico. Benzoato del éster metílico de ecgonina. l -cocaína. β-cocaína. Benzoilmetilecgonina. C17H21NO4; Peso molecular= 303.4 (base) 339.8 (clorhidrato). Punto de fusión= 98o C (base); 195o C (clorhidrato).  Figura 5. Molécula de cocaína base y sus principales características fisicoquímicas. Fuente: referencia [2]. 
Tabla 1. Solubilidad de las dos formas de la cocaína en diferentes disolventes. Datos obtenidos de la referencia [2]. 
Disolvente Solubilidad (1g/ml) 
 Cocaína base Cocaína clorhidrato 
Agua Ligeramente soluble (1 en 600) Soluble (1 en 0.4) 
Etanol Soluble (1 en 6.5) Soluble (1 en 3.2) 
Éter dietílico Soluble (1 en 3.5) Prácticamente insoluble 
Cloroformo Soluble (1 en 0.7) Soluble (1 en 2.5) 
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Además de la cocaína existen otros alcaloides también presentes en la hoja de coca, relacionados estructuralmente con ésta, como son la cinamoilcocaína, metilecgonina, benzoilecgonina, ecgonina, norcocaína, ácido cinámico (-trans) y N-formilnorcocaína,  cuyas estructuras pueden verse en la Figura 6 [2]. 
 CINAMOILCOCAÍNA  METILECGONINA           ECGONINA 
 
 BENZOILECGONINA    NORCOCAÍNA 
 
   ÁCIDO CINÁMICO (-TRANS)            N-FORMIL-NORCOCAÍNA 
Figura 6. Alcaloides presentes en la hoja de coca relacionados estructuralmente con la cocaína. Fuente: referencia [2]. 
La cantidad de cocaína presente en las hojas depende de la variedad de Erythroxylon  y, en general, se sitúa entre un 0.1% y un 1 %. En la Tabla 2 se indican los contenidos de alcaloide para tres de las variedades de este arbusto. 
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Tabla 2. Contenidos habituales de cocaína para tres de las variedades de Erythroxylon. Fuente: referencia [2]. 
Variedad de Erythroxylon Contenido normal en cocaína de la hoja seca 
Erythroxylon coca variedad ipadu 0.11-0.41 % 
Erythroxylon novo variedad novogranatense 0.17-0.76 % 
Erythroxylon novo variedad truxillense 0.42-1.02 % 
Para obtener 1 kilo de pasta de coca se requiere como mínimo de 100 a 125 kilos de hoja de coca. La pasta de coca es un producto intermedio en el proceso de producción de cocaína con aspecto de polvo de color blanco apagado, cremoso o pajizo, de olor característico, que a menudo contiene grumos y generalmente se presenta húmedo [2]. Este producto intermedio deberá ser sometido a un proceso de purificación para obtener la cocaína base.  
Debido a la dificultad de transportar de forma discreta las grandes cantidades de hoja que son necesarias para la producción de cocaína a lugares donde llevar a cabo su procesamiento, las primeras etapas del proceso de elaboración se realizan cerca de las plantaciones, en los llamados “laboratorios de extracción primaria”. En la Figura 7 se muestra la imagen de uno de estos laboratorios de procesado [23]. 
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Figura 7. Laboratorio de extracción primaria ubicado en la selva. Fuente: referencia [23]. 
La producción ilícita de cocaína puede llevarse a cabo a partir de diferentes vías. En la Figura 8 se muestra, a modo de ejemplo, la que describe la UNODC en su Manual de Recomendaciones [2]. 
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Figura 8. Esquema detallado del proceso de producción ilícita de cocaína a partir de las hojas de coca. Fuente: UNODC [2]. 
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Durante el proceso de obtención de la cocaína, la pasta de coca inicialmente extraída a partir de las hojas se trata con una sustancia oxidante con la finalidad de transformar mediante oxidación los alcaloides no deseados y posteriormente separarlos y eliminarlos por filtración. El producto resultante se lava con una disolución alcalina y, después de filtrarlo, se lava de nuevo con agua y se seca, obteniendo la cocaína base [23]. Un esquema simplificado de ambos procesos puede verse en las Figuras 9 y 10. 
 
 
 
Figura 9. Proceso de extracción y lavado para la obtención de la pasta de coca e imagen de un picadero de hoja. Fuente: referencia [23]. 
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Figura 10. Proceso de oxidación y lavado para la obtención de la cocaína base a partir de la pasta de coca. Fuente: referencia [23]. 
El producto obtenido inicialmente debe purificarse, por lo que se trata con un disolvente adecuado, como pueda ser éter dietílico, acetona o similar (Figura 11). El tipo de disolvente utilizado en esta etapa va a depender de su disponibilidad, que suele ir en función del nivel de fiscalización del mismo en el país de origen, ya que algunos disolventes están sometidos a ciertos controles, bien a través de la Convención de Naciones Unidas de 1988 o de las propias normas nacionales. Finalmente, para separar la droga en su forma final, se añade ácido clorhídrico y, tras el filtrado y posterior secado, se obtiene la cocaína clorhidrato, de un aspecto nacarado. En ocasiones, a lo largo del proceso se suele usar también carbón activo con la finalidad de eliminar impurezas y obtener una cocaína de mayor calidad y más blanca [23]. 
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Figura 11. Etapa final del proceso de obtención de clorhidrato de cocaína a partir de la cocaína base. Fuente: referencia [23]. 
Tras el proceso de obtención del clorhidrato de cocaína en su forma bruta y con una elevada pureza, el siguiente paso es añadirle sustancias diluyentes y adulterantes con el fin de adaptarla al formato de las dosis, pero ésta es una etapa que no se suele realizar en los laboratorios de extracción primaria, sino más cerca de los puntos de distribución. Si bien en España no es frecuente encontrar laboratorios productores de cocaína sí que se han detectado, aunque de forma excepcional, casos de centros en los que se convertía la cocaína base en cocaína clorhidrato. Lo más habitual es que se detecten centros de adulteración [23]. Dicha adulteración se realiza mediante pulverización de la cocaína con el adulterante para conseguir una adecuada homogeneización.  
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2.3 Formas de presentación de la cocaína 
En el caso de la cocaína objeto de tráfico internacional, la presentación en polvo compactado de 1 kg sigue siendo la más común, aunque no es extraño encontrarla impregnada en distintos soportes, disuelta en diferentes disolventes (de tipo acuoso en muchas ocasiones), o mezclada con sustancias que la enmascaren y den lugar a ensayos negativos en los test presuntivos utilizados para su detección. 
A continuación se reseñan algunos aspectos significativos de las diferentes formas bajo las que se presenta y manipula la cocaína. 
2.3.1 Cocaína en polvo 
La cocaína en polvo puede encontrarse a granel, normalmente en forma de polvo de clorhidrato de cocaína compactado en bloques, tabletas o pastillas de 1 kg, o en dosis ya preparadas para su consumo. En el caso de bloques la compactación se realiza con la ayuda de una prensa hidráulica, en una etapa previa al secado final. Durante el proceso suelen estamparse marcas distintivas como figuras, números o letras (ver detalle en la Figura 12), a modo de marca comercial. Por lo general esta cocaína se caracteriza por ser de una considerable pureza y su formato está dirigido a facilitar el transporte ilegal de la misma. 
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Figura 12. Tableta típica de 1 kg de cocaína en polvo y prensa utilizada para su compactación. Fuente: referencia [23]. 
En cuanto a las dosis, suelen presentarse como envoltorios, normalmente de plástico, con un peso aproximado de medio a un gramo. En estos casos suele tratarse ya de cocaína diluida o mezclada con adulterantes, estando destinada al consumidor final. En la Figura 13 se muestran ejemplos de dosis de cocaína incautadas por las Fuerzas y Cuerpos de Seguridad del Estado. 
 
Figura 13. Diferentes formatos de dosis incautadas de cocaína tal como se distribuyen para el consumo. Fuente: Guardia Civil. 
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2.3.1.1 Cocaína en polvo adulterada 
Las tendencias en cuanto al tipo de adulterantes y diluyentes que se utilizan en la preparación de las dosis de cocaína se ha visto que son cambiantes, variando entre países, regiones e incluso épocas [24,25,26]. 
El levamisol, la cafeína y la lidocaína son considerados hoy en día como los principales adulterantes de la cocaína en Europa[27,28,29,30,31]. 
A modo de ejemplo se puede indicar que esta Tesis incluye un estudio de 568 dosis de cocaína incautada, del que se ha concluido que los tres adulterantes más comunes de la droga aprehendida en España son el levamisol, la cafeína y la fenacetina, seguido de los anestésicos locales tetracaína, lidocaína y procaína, en el orden indicado. Además, en el caso del levamisol, la fenacetina, la tetracaína y la cafeína existen evidencias de sus efectos tóxicos o potenciadores de la acción de la cocaína. 
Actualmente, parece ser que el 70% de toda la cocaína incautada a nivel mundial contiene levamisol[15], especialmente en lo que se refiere a la cocaína a granel; por el contrario, adulterantes como la tetracaína o la cafeína suelen detectarse más habitualmente en las dosis destinadas al consumidor final. 
El levamisol es el adulterante más prevalente y parece que ha desplazo el uso de la fenacetina en la cocaína a granel, sustancia con efectos tanto o más tóxicos que el levamisol y que se venía utilizando como principal adulterante hasta hace pocos años [32]. Este adulterante potencia la acción de la cocaína in vivo [33] y se ha comprobado que provoca efectos adversos que pueden llegar a ser muy graves, como es el caso de la púrpura retiforme, que se manifiesta como lesiones cutáneas y puede progresara necrosis [34]. Además un consumo inadecuado de levamisol puede producir también neutropenia y vasculopatía [35,36]. Considerando los aspectos anteriormente comentados, el levamisol no 
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debería considerarse como un simple adulterante, sino más bien como un producto tóxico con capacidad para provocar serias patologías [37].  
Por lo que respecta a la cafeína, ésta aumenta y acelera la expresión de la sensibilización inducida por la cocaína [38]. Su consumo en la adolescencia produce cambios neurológicos que se manifiestan en la edad adulta y pueden contribuir al aumento de comportamientos mediados por cocaína [39]. 
La fenacetina se introdujo en el mercado farmacéutico en 1887 como analgésico y fue retirada en 1983 en Estados Unidos por producir niveles inaceptables de nefritis intersticial en pacientes y por sus riesgos potenciales de generar tumores. La fenacetina es dañina si se inhala o ingiere y puede causar daño renal, hepático y trastornos de la sangre [40]. Está clasificada como Clase 1 (máximo riesgo cancerígeno) según la clasificación estándar de la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) [41]. 
La tetracaína pertenece al grupo de anestésicos locales que se utilizan en clínica para el bloqueo de nervios periféricos, en anestesia epidural y espinal, así como de forma genérica para el manejo del dolor. Su suministro en grandes dosis, la aplicación de forma continuada o tiempos de exposición prolongados, pueden causar neurotoxicidad. Un estudio comparado de diferentes anestésicos locales demostró que su toxicidad en relación a otros anestésicos, según la evaluación dela viabilidad celular y la potencia apoptótica, responde al siguiente orden: 
tetracaína>prilocaína>lidocaína >procaína [42]. 
Respecto a estudios realizados en Europa relativos a las sustancias de corte empleadas en la cocaína, en la Tabla 3 se pueden ver los resultados correspondientes a un estudio realizado en Dinamarca  entre 2002 y 2003 en la que se comprueba que los adulterantes mayoritarios son lidocaína, 
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fenacetina y cafeína, no apareciendo todavía el levamisol. En un estudio realizado en Holanda para el periodo comprendido entre los años 1999-2007, según los datos presentados en la Tabla 4, se observa la misma tendencia que en Dinamarca para los años 2002-2003, además de  un aumento progresivo hasta 2007 del porcentaje de muestras adulteradas con fenacetina y también con levamisol, empezándose a detectar este último a partir del año 2004. 
Tabla3. Frecuencia de adulterantes detectados en muestras de cocaína durante 2002 y 2003 en Dinamarca. Fuente: referencia [27]. 
 
Adulterante Frecuencia (%) Lidocaína 65 Fenacetina 42 Cafeína 24 Creatina 22 Procaína 5 Paracetamol 3 Benzocaína 3 Fenazona 1 Efedrina 1 Mirtazapina 1 Ketamina 1 
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Tabla 4. Tendencia observada en la adulteración de muestras de cocaína en Holanda durante el periodo de 1999 a 2007. Fuente: referencia[28]. 
Adulterante 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 
 % % % % % % % % % 
Fenacetina 1.6 1.3 2.1 7.4 16.8 35.6 38.3 48.0 40.6 
Lidocaína 3.8 15.0 14.0 8.7 8.3 5.2 4.8 8.2 6.4 
Procaína 1.0 5.0 2.8 1.7 3.7 4.8 3.4 12.0 8.3 
Benzocaína – – – – – 1.0 0.5 0.5 0.2 
Cafeína 4.0 2.5 5.6 4.6 3.7 5.5 7.8 10.9 15.8 
Hidroxicina – – – – – 1.0 0.5 2.0 4.4 
Diltiazem – – – – – 1.0 2.0 6.6 12.0 
Levamisol – – – – – 0.6 1.0 4.5 11.6 
En la Tabla 5 se pueden ver los datos correspondientes a un estudio realizado en Luxemburgo, que recoge muestras de los años 2005-2010, en el que también destaca el incremento gradual del número de muestras adulteradas con levamisol, que llegan al 85 % en 2010.  
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Tabla 5. Principales adulterantes detectados en muestras de cocaína decomisadas en Luxemburgo durante los años 2005 a 2010. Fuente: referencia  [30]. 
Adulterante 2005 2006 2007 2008 2009 2010 
 % % % % % % Levamisol - 18 25 66 76 85 Fenacetina 39 54 76 53 82 55 Hidroxicina 28 23 12 36 23 24 Diltiazem 17 27 52 47 41 23 Benzocaína 6 - - - - - Paracetamol 3 4 7 5 - 7 Atropina 3 - - - - - Cafeína - 10 6 20 26 25 Lidocaína - 4 20 35 36 39 Metilefedrina - 4 4 - - - Diclofenaco - - 5 - - - Procaína - 2 16 2 4 2 Ibuprofeno - - - 1 - - Efedrina - - - - - 1  
En la Tabla 6 se indican los resultados obtenidos para un estudio realizado en Francia en el año 2006 que considera el análisis de 343 muestras de cocaína, en el que se observa que la fenacetina es el adulterante mayoritario (en consonanancia con la tendencia que se observaba en Holanda y Luxemburgo para ese mismo año), siguiéndole la cafeína y el paracetamol como adulterantes más frecuentes, lo que supone una diferencia con los estudios anteriormente mencionados en los que los porcentajes de aparición del paracetamol son muy bajos o no se detecta. En este estudio se observa también que el 73 % de las muestras presentan al menos un adulterante. Por último, en la Tabla 7 vemos los resultados correspondientes a un estudio realizado en Finlandia durante los años 2012-2013, que evidencian que el adulterante mayoritario es el levamisol seguido de la cafeína, lidocaína y fenacetina.  
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Tabla 6.Adulterantes detectados en Francia en muestras incautadas en 2006. Fuente: referencia[29]. 
Adulterante Frecuencia de aparición (%) 
Fenacetina 54 
Cafeína 17 
Paracetamol 14 
Diltiazem 11 
Lidocaína 11 
Levamisol 6 
Hidroxicina 4 
Ácido acetil salicílico 2 
Propoxifeno 2 
Al menos un adulterante 73 
Tabla 7. Adulterantes y diluyentes detectados en muestra de cocaína incautadas en Finlandia durante los años 2012-2013. Fuente: referencia [26]. 
Adulterante/diluyente Frecuencia de aparición (%) 
Levamisol 33 
Cafeína 19 
Lidocaína 14 
Glucosa 14 
Fenacetina 12 
Lactosa 12 
Manitol 12 
Hidroxicina 7 
Creatinina 7 
Diltiazem 5 
Beta-alanina 2 
Ibuprofeno 2 
Paracetamol 2 
En el caso de estudios realizados fuera de Europa cabe mencionar el llevado a cabo por  Grobério et al en Brasil sobre muestras incautadas durante los años 
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2009 a 2013 [43]. En este ejemplo los resultados presentados aparecen separados como cocaína base y clorhidrato, ya que en Brasil, a diferencia de los países europeos, la mayor parte de la cocaína incautada está en forma de base. Además incluye el número de adulterantes encontrados en las muestras. Atendiendo a los datos que se presentan en dicho estudio para las muestras de clorhidrato vemos que los adulterantes más comunes son el levamisol, la lidocaína, la fenacetina y la cafeína. En el caso de la cocaína base el adulterante mayoritario es, con diferencia, la fenacetina (Tabla 8).  
Tabla 8. Adulterantes detectados en muestras de cocaína incautadas en Brasil durante los años 2009 a 2013. Fuente: referencia [43]. 
Forma Adulterante % sobre el total de muestras 
Cocaína base Fenacetina 41.1 
Aminopirina 13.6 
Benzocaína 6.3 
Lidocaína 3.4 
Hidroxicina 3.2 
Cafeína 1.7 
Paracetamol 1.2 
Levamisol 1.0 
Diltiazem 0.3 
Cocaína clorhidrato Levamisol 7.9 
Lidocaína 3.3 
Fenacetina 2.4 
Cafeína 2.4 
Aminopirina 1.8 
Diltiazem 0.7 
Procaína 0.5 
En cuanto al número de adulterantes, las muestras de cocaína clorhidrato sin adulterar son las más abundantes, seguidas de las que presentan 1, 2, 3 ó incluso 4 adulterantes (Tabla 9). 
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Tabla 9. Número de adulterantes detectados en muestras de cocaína incautadas en Brasil durante los años 2009 a 2013. Adaptada de la referencia [43]. 
Forma Nº adulterantes en la misma muestra % sobre el total de muestras 
Cocaína base 
1 44 
0 32 
2 19 
3 4 
4 1 
Cocaína clorhidrato 
0 49 
1 35 
2 9 
3 6 
4 1 
2.3.2 Disoluciones de cocaína 
La excelente solubilidad del clorhidrato de cocaína en disolventes acuosos hace que sea frecuente encontrarla en disolución bajo diferentes formatos [44,45,46,47]. Con esta acción, el objetivo que se pretende es el de intentar camuflarla para introducirla a través de las fronteras. A modo de ejemplo, en la Figura 14 puede verse un alijo incautado de botellas en las que se detectó la presencia de cocaína en forma de disolución azucarada. Sin embargo esta estrategia presenta el inconveniente de que se requiere una etapa posterior en la que la cocaína será extraída en uno de los denominados “laboratorios de extracción secundaria”.  
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Figura 14. Decomiso de botellas que contienen cocaína disuelta en agua azucarada. Fuente: Guardia Civil. 
2.3.3 Cocaína impregnada en tejidos y otros soportes 
Otra de las estrategias, que se conoce desde los años 80 [48] y cada vez es más empleada, es impregnar la cocaína en tejidos o diferentes tipos de soporte, como puedan ser papel o cartón con objeto de poder camuflarla [47,49,50,51, 52]. 
El material que se utiliza más habitualmente para impregnar cocaína es tejido de fieltro en forma de láminas de las utilizadas en manualidades o costura,  de dimensiones variables y que se suelen ocultar en fondos de maletas, entre ropa, etc. Otra alternativa consiste en impregnar directamente las prendas de ropa, aunque es menos habitual.   
En la Figura 15 pueden verse dos ejemplos de incautaciones de cocaína en esta presentación. Una de ellas se trata de láminas de fieltro blanco ocultas en el interior de una maleta y la otra es una incautación de tejido negro camuflado en el fondo de cajas de piña. Mediante esta estrategia se pretende camuflar la sustancia entre mercancías o equipaje de manera que pase inadvertida en los controles policiales de puertos y aeropuertos. 
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Figura 15. Algunos ejemplos de decomisos de cocaína impregnada en tejidos. Fuente: Guardia Civil. 
En los soportes impregnados, según la experiencia obtenida de los análisis realizados en el laboratorio a los materiales incautados, la cantidad de cocaína (expresado como base) suele oscilar del 35 al 60 % (p/p). 
2.3.4 Cocaína en polvo mezclada con sustancias que interfieren en su detección 
En ocasiones la cocaína puede encontrarse mezclada con diferentes sustancias cuyo objetivo principal es el de cambiar su aspecto y/o interferir en su detección. Un típico ejemplo es el de la denominada “cocaína negra”, que es el resultado de mezclar la cocaína en polvo con diferentes sustancias que le confiere un color negro y camufla su olor  al tiempo que dificultan su reacción con los reactivos empleados en los test presuntivos que, de forma habitual,  se utilizan para la detección e identificación de cocaína. El empleo de esta estrategia de ocultación se conoce desde 1998 [53]. Posteriormente se han detectado iconos religiosos hechos de cocaína negra, cocaína negra en polvo en el interior de cartuchos de tóner o también formando parte de estructuras plásticas [54]. 
En la Figura 16 puede verse un ejemplo de una incautación de cocaína en la que se detectó la presencia de cocaína enmascarada por otras sustancias; en concreto se trata de cocaína negra en el interior de paquetes de café y un 
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bloque de cocaína negra compactada. Como ya se ha indicado,  el principal problema de la presencia de estas sustancias es que dificultan la identificación de la cocaína con los test de drogas presuntivos que habitualmente utilizan las unidades aprehensoras; es el caso del test de Scott o test de tiocianato de cobalto. Al producirse falsos negativos y tener la sustancia una apariencia que nada tiene que ver con el habitual polvo blanco, si no se recurre a técnicas más complejas, se puede descartar este tipo de muestras en el screening inicial realizado por las fuerzas de seguridad [54]. 
 
Figura 16. Diferentes presentaciones de cocaína con objeto de enmascarar la sustancia. Fuente: Guardia Civil, Policía Nacional y Agencia Tributaria. 
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2.4 Extracción de la cocaína de las diferentes matrices 
Una vez la droga ha pasado la frontera, bajo alguna de las formas de camuflaje que han sido descritas previamente, ésta se envía a un laboratorio de extracción secundaria, que son aquellos donde se separa la cocaína de los materiales con los que se ha mezclado con el fin de ocultarla. Para este proceso lo habitual es emplear disolventes, entre los que suelen incluirse hexano, benceno, tolueno, acetato de etilo, alcohol, acetona o amoniaco, entre otros, y operaciones de extracción, filtrado y secado hasta la obtención final de la cocaína clorhidrato [23]. Un esquema simplificado del proceso puede verse en la Figura 17. 
 
 
Figura 17. Procesado de la cocaína camuflada en los laboratorios de extracción secundaria. Fuente: referencia [23].  
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En la Figura 18 puede verse una incautación procedente de un laboratorio de extracción secundaria donde se extraía cocaína impregnada en tejidos. En ella se aprecian los diferentes disolventes utilizados y también las piezas de tejido impregnado. 
 
Figura 18. Decomiso de un laboratorio de extracción de cocaína impregnada en tejidos. Fuente: Guardia Civil. 
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2.5 El análisis forense de muestras decomisadas de cocaína 
Una vez aprehendidas las muestras sospechosas de contener cocaína por los Cuerpos y Fuerzas de Seguridad, es necesario determinar su composición en laboratorios adecuadamente equipados y mediante técnicas reconocidas. Éste es uno de los objetivos de la denominada Ciencia Forense, que podemos definir como la aplicación de los principios científicos a la resolución de problemas relacionados con la ley. En ese sentido, la Química Forense correspondería a la aplicación de principios y técnicas químicas al campo de la investigación forense [55].  
El papel de la Química Forense en las investigaciones penales es muy amplio y abarca desde las técnicas utilizadas para recoger y preservar las pruebas o evidencias incautadas, a complejos procedimientos químicos utilizados para identificar y, en algunos casos cuantificar, elementos y compuestos. Los resultados de una investigación forense van a tener un impacto muy importante en la vida de las personas que han participado en la comisión de un delito, como puede ser la imposición de sanciones o la privación de libertad a través del cumplimiento de una pena de prisión. 
Las técnicas utilizadas en la Química Forense deben estar estrechamente reguladas y asegurar la exactitud e integridad de los resultados experimentales [55]. Esto se consigue mediante el empleo de métodos validados y la implantación de un adecuado Sistema de Gestión de la Calidad [21,22,56,57, 58]. Las técnicas analíticas empleadas en los Laboratorios de Control de Drogas están basadas en las Recomendaciones de Naciones Unidas y en las del grupo de trabajo SWGDRUG. [2,21]. 
Las Recomendaciones de Naciones Unidas establecen una serie de pruebas presuntivas, principalmente ensayos de color, como la prueba de tiocianato de cobalto y una serie de técnicas instrumentales, principalmente basadas en el 
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empleo de la cromatografía y la espectrometría. Las Recomendaciones del SWGDRUG clasifican las técnicas de análisis en tres categorías en función de la información que se obtiene de ellas, según se indica en la Tabla 10. 
Tabla 10.  Categorías de técnicas analíticas empleadas para el análisis de materiales incautados. Fuente: referencia [21]. 
Categoría A Categoría B Categoría C 
Espectroscopia Infrarroja Electroforesis capilar Ensayos de color 
Espectrometría de masas Cromatografía de gases Espectroscopia de Fluorescencia 
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 
Espectrometría de Movilidad Iónica Inmunoensayo 
Espectroscopia Raman Cromatografía Líquida Espectroscopia Ultravioleta 
Difractometría de Rayos X Test Microcristalinos  
 Identificadores farmacéuticos  
 Cromatografía de Capa Fina  
 Examen Macroscópico y Microscópico (para cannabis)  
En cuanto a la elección de las técnicas analíticas en el laboratorio forense, el SWGDRUG establece como criterios mínimos los siguientes [21]: 
• En el caso de utilizar una técnica de la categoría A, deberá utilizarse al menos una más de cualquiera de las otras categorías. 
• En caso de no utilizar una técnica de la categoría A, se deben emplear tres técnicas diferentes, dos de las cuales deben ser dos técnicas de la categoría B no correlacionadas. 
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2.6 Pruebas presuntivas de identificación de cocaína 
Los métodos de screening químico son pruebas presuntivas que normalmente se utilizan para iniciar el proceso de identificación de una sustancia. Estas pruebas no pueden detectar las sustancias con certeza pero proporcionan una confirmación preliminar de la presencia de un determinado grupo funcional o una estructura molecular concreta, mediante la aparición de un color característico cuando la sustancia a identificar está presente en la muestra sospechosa y entra en contacto con ellos. Aunque no son pruebas con gran especificidad van a definir el siguiente paso a seguir en la determinación de la sustancia [55]. Para la identificación de cocaína el test de tiocianato de cobalto es el más empleado: ante la presencia de cocaína el reactivo adquiere una coloración azul característica. Estos test se comercializan en forma de aerosol para poder realizarse de forma más cómoda y rápida fuera del laboratorio (Figura 19). Un resultado positivo indica la posible presencia de cocaína, que posteriormente debe confirmarse con alguna de las otras técnicas indicadas.  
 
 
Figura 19. Test presuntivo de cocaína basado en la reacción con tiocianato de cobalto. Fuente: referencia [59]. 
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Las principales ventajas de las técnicas de color son que, además de ser relativamente baratas, se obtiene el resultado rápidamente y permiten analizar de forma casi simultánea un elevado número de muestras. Los principales inconvenientes son que presenta un importante número de falsos positivos en presencia de ciertas sustancias, la toxicidad de los reactivos que se emplean y la falta de fiabilidad del resultado cuando ha pasado un tiempo desde que se ha producido la reacción [21]. Por ejemplo, la prueba del tiocianato de cobalto presenta falsos positivos para cocaína en presencia de sustancias como la tetracaína o la lidocaína, entre otras. Por otro lado los falsos negativos, esto es, la no identificación de la sustancia cuando realmente sí que se encuentra presente, se producen bien cuando por las características de la matriz resulta complicado realizar esta prueba, como es el caso de cocaína en disolución, o bien por la presencia de alguna otra sustancia que enmascara o inhibe la reacción de identificación.  
En resumen, el test del tiocianato de cobalto proporciona una indicación de              la posible presencia de cocaína en el material incautado, pero es necesario el empleo de técnicas instrumentales que nos permitan confirmar la presencia de la sustancia buscada o, en su caso, descartarla. 
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2.7 Técnicas instrumentales empleadas en la determinación de cocaína 
Las técnicas instrumentales más utilizadas en los Laboratorios de Control de Drogas son la cromatografía de gases con detector de ionización de llama (GC-FID), la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) y la espectroscopia infrarroja (IR). 
Como se indicó, la espectrometría de masas y la espectroscopia infrarroja están incluidas en el grupo de las técnicas de clase A, según establece la clasificación de la SWGDRUG. Ambas técnicas resultan muy útiles ya que proporcionan información acerca de la estructura de la molécula, especialmente cuando se trate de sustancias con una cierta pureza. Por su parte, la cromatografía de gases está incluida como técnica de clase B, resultando de gran utilidad para llevar a cabo la separación de la sustancia a identificar en presencia de otras o  su análisis en matrices complejas.  
A continuación se describen las técnicas instrumentales empleadas en esta Tesis Doctoral. 
2.7.1 Cromatografía de gases con detector de ionización de llama (GC-FID) 
La cromatografía de gases (GC) es la técnica cromatográfica más utilizada en los laboratorios forenses modernos [55], siendo el cromatógrafo de gases con detector de ionización de llama (GC-FID) provisto de una columna capilar, con diámetro interno de entre 0.20 µm y 0.32 µm, el instrumento preferido en los laboratorios de estupefacientes para analizar muestras de rutina [2]. En la Figura 20 se puede ver un esquema simplificado de su funcionamiento. Los cromatógrafos de gases actuales son equipos muy robustos que proporcionan niveles elevados de reproducibilidad, exactitud y precisión. Además, el empleo 
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de inyectores automáticos permite procesar de forma sencilla un elevado número de muestras. 
 
Figura 20. Cromatógrafo de gases con detector FID Agilent y representación esquemática de sus componentes. Fuente: referencias[60,61]. 
Mediante la técnica GC-FID la muestra vaporizada se separa en sus diferentes componentes y llega al detector de ionización de llama donde los diferentes compuestos de la muestra se ionizan. Los iones procedentes de la separación de los distintos componentes generan una corriente eléctrica que se mide y se traduce en una señal que corresponde con el cromatograma en el que aparecen los diferentes picos de las sustancias. A modo de ejemplo, en la Figura 21 se puede ver un cromatograma de dos compuestos donde aparecen señalados los tiempos de retención (ab) para cada uno de ellos.   
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Figura  21. Representación de un cromatograma para dos compuestos. Fuente: referencia [62]. 
Los tiempos de retención nos servirán para identificar cada uno de los compuestos separados, mientras que las áreas bajo el pico se relacionan con las concentraciones de los analitos y permiten construir una curva de calibrado. Habitualmente se suele inyectar junto con la muestra un patrón interno para corregir errores instrumentales. Para la identificación del compuesto suele usarse el tiempo de retención relativo, que es el tiempo de retención del analito respecto al del patrón interno. Para realizar la calibración relacionaremos el área de analito respecto de la del patrón interno. 
Como principales inconvenientes de esta técnica destaca la necesidad de un tratamiento previo de la muestra que supone la destrucción de la misma, la generación de residuos y la necesidad de manipular disolventes por parte del operador, además del tiempo de análisis que se requiere para la obtención de los cromatogramas. 
Señal Compuesto 1 Compuesto 2 
tiempo 
Inyección de la muestra 
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2.7.2 Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) 
La cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas es una de las técnicas más utilizadas para la identificación de muestras de drogas con fines forenses. Como técnica combinada aúna el poder de discriminación y la sensibilidad de la cromatografía de gases con la especificidad para los analitos  analizados que aporta la técnica de espectrometría de masas [2]. 
Los diferentes componentes de la muestra vaporizada eluyen a sus respectivos tiempos de retención a través de la columna cromatográfica y se analizan de forma independiente en el espectrómetro de masas, que está conectado en línea al cromatógrafo de gases. En la cámara de ionización las moléculas se ionizan y se fragmentan, de aquí pasan al analizador de masas, que separa los iones en función de su relación masa/carga y los dirige al detector. En la Figura 22 puede verse un esquema simplificado de su funcionamiento. Los analizadores de masas más utilizados son el de sector magnético, trampa de iones y el de cuadrupolo [55]. Este último es el más común en los laboratorios de análisis debido a su facilidad de uso, pequeño tamaño y menor coste. 
 
 
Figura 22. Cromatógrafo de gases acoplado a espectrómetro de masas Agilent y representación esquemática de su funcionamiento. Fuente: referencias [60,63]. 
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En la Figura 23 se puede ver un espectro de masas típico, en el que se han 
destacado los picos que habitualmente se utilizan para realizar la  
identificación de los analitos. De todos ellos, los más significativos son el pico 
base y el ión molecular. El pico base es el más abundante, dado que 
corresponde con el fragmento que se forma con más facilidad y, por tanto, 
resulta ser el más estable, aunque no es específico de una molécula concreta. 
Es habitual que moléculas de una misma familia compartan un mismo pico 
base. Por su parte, el ión molecular es el que se produce cuando la molécula 
pierde un electrón en el proceso de ionización. Este ión suele ser bastante 
inestable, razón por la que no siempre alcanza el detector y, por tanto, no 
aparece en el registro del espectro de masas de algunas moléculas. En caso de 
que aparezca proporciona información muy valiosa acerca del peso molecular 
del compuesto de interés, lo que resulta de gran ayuda para su posible 
identificación y confirmación [55]. A modo de ejemplo, en la Figura 24 se 
muestra el espectro de masas de la cocaína en el que aparecen señalados su 
pico base y el ión molecular. Además de estos dos picos, en los espectros 
aparecen otras señales asociadas a diferentes tipos de fragmentos que facilitan 
la identificación de las sustancias. Esta es la razón por la que, asociado a cada 
compuesto, su espectro de masas tiene unas señales que corresponden a 
fragmentos característicos y permite una identificación de la molécula objetivo. 
En la Tabla 11 pueden verse los datos correspondientes al pico base, ión 
molecular y las señales de los fragmentos de masas característicos para 
algunas de las drogas de abuso más habituales. 
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Figura 23. Ejemplo de un espectro de masas típico donde se señalan los principales picos para la identificación. Fuente: referencia[55]. 
 
 
 
Figura 24. Espectro de masas característico de la cocaína. Fuente: Biblioteca Wiley Library. 
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Tabla 11. Valores de la relación masa/carga característicos de los espectros de masas de algunas de las drogas más comunes. Fuente: referencia [55]. 
Nombre de la sustancia Masa molecular Pico base m/z más abundantes 
Anfetamina 135 44 65 77 91 92 120 Butabarbital 212 141 41 98 155 156 157 Butalbital 224 168 97 124 141 153 167 Cannabinol 310 295 165 223 238 295 296 Tetrahidrocannabinol (THC) 314 231 91 174 243 258 271 Catinona 149 44 50 51 77 78 105 Cocaína 303 82 77 83 94 105  Codeína 299 299 42 124 162 214 229 Diazepam 284 256 77 151 165 221  Efedrina/Pseudoefedrina 165 58 51 56 77 79 105 Fentanilo 336 245 77 91 105 146 189 GHB/GBL 86 42 41 56 85 55 45 Heroína 369 327 43 204 215 268 310 Hidrocodona 299 299 96 115 185 214 228 Ketamina 237 180 102 115 138 152 182 LSD 323 221 72 167 181 196 207 MDA 179 44 51 81 77 135 136 MDMA 193 59 51 89 105 135  Mescalina 211 182 136 148 151 167  Metadona 309 72 57 91 115 165 178 Metanfetamina 149 58 56 65 91 115 119 PCP 281 200 85 91 104 117 129 Psilocina/Psilocibina 204 58 42 77 117 146 159 
Nota: GHB: Ácido gamma-hidroxibutírico; GBL: gamma-hidroxybutirolactona. LSD: dietilamida de ácido lisérgico; MDA: 3,4-Metilendioxianfetamina, MDMA: 3,4-Metilendioximetanfetamina; PCP: Fenciclidina.  
En el lado negativo, esta técnica presenta los mismos inconvenientes que los 
indicados para la GC-FID, a los que hay que añadir el mayor coste de los 
equipos, lo que hace que el uso de GC-MS no esté instaurado de forma 
generalizada en todos los laboratorios dedicados al análisis de estupefacientes. 
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2.7.3 Espectroscopia IR 
La espectroscopia es el estudio de la interacción de la materia con la radiación electromagnética. El espectro electromagnético se divide en regiones en función de su longitud de onda y, por tanto, de su energía. La región infrarroja es adyacente a la región visible del espectro electromagnético y contiene los intervalos de frecuencia entre 13000 y 30 cm-1 (ver Figura 25). A su vez, esta región se divide en el infrarrojo cercano o NIR de 1300 a 4000 cm-1, el infrarrojo medio o MIR (de 4000 a 400 cm-1) y el infrarrojo lejano o FIR (desde 400 hasta aproximadamente 33 cm-1).  
La identificación de compuestos mediante espectroscopia infrarroja se basa en la capacidad de las moléculas para absorber la radiación en esta región. Cuando una radiación incide en una muestra, puede sufrir diferentes fenómenos, como son absorción, transmisión y reflexión. La intensidad de la radiación transmitida a través de la muestra es menor que la intensidad incidente: una parte de ella se ha reflejado, mientras que otra ha sido absorbida por la sustancia [64]. Los átomos en la molécula están en continua vibración unos respecto a otros a través de los correspondientes enlaces, de modo que una molécula absorberá la radiación infrarroja cuando la frecuencia de una vibración específica sea igual a la frecuencia de la radiación infrarroja dirigida hacia ella. Además, para que se produzca, esta absorción de radiación debe dar lugar a un cambio en el momento dipolar de la molécula. 
 
 
 
 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
Introducción general 47 
 
 
Figura 25. Espectro electromagnético. Fuente: adaptado de la referencia[52]. 
La región más usada habitualmente para la identificación forense de sustancias es el IR medio (4000 a 400 cm-1). La parte comprendida entre 2000 y 400 cm-1 se conoce comúnmente como región de huella dactilar. El espectro infrarrojo es una medida de la cantidad de radiación infrarroja que es absorbida por la muestra, en el que las frecuencias de absorción se mostrarán como bandas características en el espectro [52]. 
Existen dos tipos básicos de instrumentos para la obtención de los espectros IR: los dispersivos y los de transformada de Fourier (FT-IR). Los espectrómetros FT-IR han desplazado en los últimos años el uso de los dispersivos debido a su mayor rapidez y sensibilidad [65]. 
El diseño básico de un espectrómetro de transformada de Fourier se basa en el interferómetro de Michelson, que comprende un espejo fijo, un espejo móvil y un divisor de haz, con una fuente y un detector adecuados [65]. 
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La fuente más común en un espectrómetro en el IR medio es la Globar, que consiste en una varilla de carburo de silicio sinterizado (tratamiento térmico para aumentar la resistencia mecánica) que se calienta eléctricamente a unos 1400 K y emite radiación continua que se aproxima a la de un cuerpo negro. Dicha radiación abarca un margen amplio de longitudes de onda, que incluyen las regiones de IR cercano y lejano. Por su parte, la fuente más común para el infrarrojo cercano es la lámpara halógena de cuarzo-tungsteno. El arco de mercurio a alta presión es la fuente más usada en el IR lejano [65]. 
En cuanto a los detectores, podemos diferenciarlos en dos tipos: térmicos y fotoconductores. En el infrarrojo medio (MIR) los detectores térmicos clásicos son los piroeléctricos, que trabajan a temperatura ambiente,  como el de sulfato de triglicinadeuterada (DTGS), sulfato de triglicina deuterada dopado con L-alanina (DLaTGS) y también el de tantalato de litio (LiTiO3), que es relativamente barato pero de menor sensibilidad. En cuanto a los de tipo fotoconductivo el más utilizado es el detector de teluro de cadmio y mercurio (MCT) refrigerado con nitrógeno líquido y que proporciona una velocidad de adquisición y una sensibilidad mucho mayor que los de los detectores térmicos. En el infrarrojo cercano (NIR) los detectores comúnmente empleados son los fotoconductores de sulfuro de plomo (PbS) y  los de arseniuro de galio e indio (InGaAs) [65]. 
El potencial y la versatilidad de los métodos analíticos basados en espectroscopia vibracional,  se fundamenta en los siguientes aspectos:[65,66] 
• Eliminar los riesgos químicos asociados a la preparación de las muestras. 
• Reemplazar los sistemas de medida necesarios para cada uno de los componentes a analizar por un único instrumento. 
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• La reducción del coste de los análisis. 
• Proporcionar características analíticas similares a los métodos de referencia utilizados pero sin efectos negativos sobre el medio ambiente y de una manera segura para los operadores. 
• Su capacidad para obtener espectros de forma rápida y realizar una identificación que no requiere la destrucción de la muestra. 
• La selectividad y especificidad que proporciona el infrarrojo medio. 
• La disponibilidad de equipos de medida portátiles. 
• La facilidad para obtener nuevas bibliotecas de espectros. 
• Su capacidad para ser utilizado como método de screening a un bajo coste. 
En cuanto a los diferentes modos de medida en el infrarrojo, en esta Tesis Doctoral se han realizado medidas por reflexión total atenuada en el infrarrojo medio (ATR-MIR) y por reflexión difusa en el infrarrojo cercano (DR-NIR), por lo que en los apartados siguientes se va a dedicar una especial atención a la descripción de estas técnicas. 
2.7.3.1 Espectroscopia ATR-MIR 
La espectroscopia de reflexión total atenuada (ATR) se fundamenta en el fenómeno de reflexión total interna. Un haz de radiación que penetra en un cristal que está en contacto con una muestra experimentará reflexión total interna cuando el ángulo de incidencia en la interfaz entre la superficie de la muestra y el cristal sea mayor al ángulo crítico. Éste va a depender de los índices de refracción de ambas superficies, y la reflexión será más efectiva cuanto mayor sea la diferencia en los valores de ambos índices (Figura26).  
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El haz de una determinada longitud de onda penetra más allá de una superficie reflectante formándose la denominada onda evanescente (Figura 27). Cuando un determinado material, que absorbe selectivamente la radiación, está en estrecho contacto con dicha superficie reflectante el haz pierde energía a la longitud de onda a la cual absorbe el material. La radiación atenuada resultante se mide y se representa como función de la longitud de onda y da lugar al espectro de absorción característico de la muestra [67].  
 
Figura 26. Fenómeno de reflexión total interna. Fuente: referencia [68]. 
 
Figura 27. Esquema de un accesorio ATR. Fuente: adaptado de la referencia [69]. 
Los espectros de ATR son similares a los obtenidos por medidas de transmisión, presentando las mismas bandas pero con intensidades relativas diferentes. Ello es debido a que el grado de penetración de la radiación en la muestra depende no sólo del ángulo de incidencia y de los índices de refracción, sino también de la longitud de onda de la radiación. 
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La gran ventaja que presentan las medidas ATR es la facilidad para la obtención de los espectros, ya que únicamente se requiere que la muestra entre en contacto con el cristal ATR. En el caso de muestras líquidas basta con depositar una pequeña cantidad sobre la superficie del cristal, mientras que para las muestras sólidas es necesario ejercer una presión sobre la muestra para que se produzca un buen contacto con el cristal ATR. Todo esto permite que puedan obtenerse los espectros ATR de prácticamente todo tipo de muestras, incluso de aquellas que no resulten transparentes a la radiación infrarroja o presenten una fuerte absorción. Desde el punto de vista de la química forense, las ventajas que ofrece las actuales medidas por reflexión total atenuada son que la muestra no se destruye, de manera que puede recuperarse para pruebas adicionales, que se trata de una técnica que proporciona mucha información y que nos permite diferenciar con relativa facilidad entre compuestos diasteroisómeros como la efedrina/pseudo efedrina y entre las formas base libre/sal de las diferentes drogas [22]. 
Las drogas de abuso son moléculas complejas que presentan espectros IR característicos en la región de “huella dactilar”. Hay que tener en cuenta que debido a las similitudes estructurales de algunas de estas moléculas, pueden presentar espectros de vibración bastante similares. La presencia de sustancias de corte o la baja concentración de las sustancias activas también puede complicar la interpretación de los espectros per estos problemas pueden solucionarse con el tratamiento matemático de los espectros (por ejemplo, la derivada) o con la ayuda de métodos de análisis multivariante [65]. 
La espectroscopia ATR FT-IR es ya una técnica que se utiliza de forma rutinaria. Existen disponibles tanto equipos de sobremesa, como portátiles y de mano. Estos equipos no requieren que se realice un tratamiento previo de la muestra, como ocurre con las medidas de transmisión empleando pastillas de KBr [65]. 
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Los principales problemas que presenta la espectroscopia IR es la interferencia espectral de las sustancias diluyentes y adulterantes (en general, debido a la matriz de las muestras) y la falta de una fácil automatización, en comparación con otras técnicas como pueda ser la cromatografía. 
El uso de la espectroscopia infrarroja unida a técnicas quimiométricas para el tratamiento de los espectros podría suponer una alternativa sostenible a los actuales métodos de análisis en los laboratorios de química forense basados en el empleo de la cromatografía [66,70]. 
2.7.3.2 Espectroscopia DR-NIR 
Cuando un haz de radiación incide sobre una muestra opaca y no absorbente se produce el fenómeno de reflexión especular, que está regido por las ecuaciones de Fresnel. Cuando la superficie es irregular, se puede considerar una interfase formada por pequeñas superficies orientadas hacia todos los ángulos posibles. Cada pequeña interfase refleja la luz según la ley de Fresnel, de modo que el efecto global es una reflexión de la luz hacia totas las direcciones, que es lo que se conoce como reflexión difusa (Figura 28). Este efecto de reflectancia depende de la composición de la muestra.  
 
Figura 28. Fenómeno de reflexión especular y reflexión difusa. Fuente: referencia [71]. 
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La relación de la reflexión difusa con la composición de la muestra se explica por la teoría de Kubelka-Munk, que relaciona la concentración de los analitos en las muestras con la intensidad de la radiación dispersada según la expresión [67]: 
c1-Rd22R = ck    (Ecuación 1) 
donde R es la reflectancia absoluta, c es la concentración y k el coeficiente de absorción molar. 
Mientras que la asignación de las bandas en el MIR, en la mayoría de los casos, va a servir para obtener información acerca de la estructura molecular presente, los enlaces químicos, etc, en la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) los espectros observados se suelen utilizar sobe todo con fines cuantitativos empleando procedimientos quimiométricos puesto que las bandas NIR corresponden a sobretonos y son menos finas y características que las del MIR [72]. 
En espectroscopia NIR las medidas por reflexión difusa de muestras sólidas es la técnica de medida más habitual. Para ello se utiliza una esfera integradora, que es un elemento óptico provisto de una esfera hueca cuya pared interna posee un recubrimiento altamente reflectante. Dicha esfera permite medir la intensidad de la radiación NIR dispersada desde la superficie de las muestras sin que se vea afectada por las diferencias en cuanto a la dirección de la dispersión (la propia reflexión difusa). Esta técnica se puede aplicar a la mayoría de muestras excepto a aquellas con superficies lisas donde únicamente se produzca reflexión especular. El uso de la esfera integradora permite obtener medidas de una manera rápida en el infrarrojo cercano sin destrucción de la muestra y sin necesidad de un tratamiento previo de la misma [72]. 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
54 Introducción  general 
 
En cuanto al uso de sondas de fibra óptica para realizar las medidas por DR-NIR, existen diferentes tipos que pueden utilizarse para irradiar y condensar la radiación NIR. Estas sondas poseen la ventaja de que se pueden utilizar para realizar medidas in situ de gran variedad de materiales y muestras, en diferentes condiciones [72], lo que les dota de gran utilidad para el análisis forense. 
En esta Tesis Doctoral se utilizado una sonda de fibra óptica que incluye al final de la misma un puerto de irradiación y uno colector de la radiación difusa generada por la muestra. Esta sonda ha permitido realizar un mapeo de alguna de las muestras en diferentes partes de la misma y poder observar si existen diferencias de homogeneidad en cuanto a su composición.  
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2.8 Tratamiento matemático de los espectros IR a través del empleo de la quimiometría 
La Quimiometría es una disciplina metrológica que aplica conocimientos matemáticos, especialmente estadísticos, a procesos químicos para extraer de los datos experimentales la mayor cantidad posible de información y ampliar el conocimiento del sistema químico [73]. 
La estadística univariante describe el vector de resultados correspondientes a una única variable experimental mediante una serie de características relativas a una muestra y realiza inferencias sobre la información obtenida bajo unas determinadas condiciones experimentales. El análisis multivariante implica una estructura más compleja, con una disposición matricial de los datos. Cumple también con los objetivos descriptivo e inductivo pero trabajando simultáneamente con varias variables, de modo que la información que se maneja es multidimensional. Las variables que se emplean son de naturaleza similar y es preciso seccionarlas para identificar aquellas que tienen una importancia superior a las restantes[73]. 
A continuación se describen los métodos de análisis multivariante que se han empleado en esta Tesis Doctoral. 
2.8.1 Métodos de clasificación y reconocimiento de pautas 
Los métodos de reconocimiento de pautas son un conjunto de herramientas encaminadas a extraer la mayor cantidad posible de información de los datos experimentales obtenidos para un conjunto de muestras con el objetivo de dividir los elementos del conjunto (espectros en este caso) en clases, de modo que todos los elementos agrupados en una misma clase se caractericen por una o varias propiedades que les sean comunes [73]. 
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El espectro IR de una muestra puede contener gran cantidad de información sobre las características de la misma, de modo que un estudio adecuado del mismo puede constituir una valiosa herramienta en los laboratorios analíticos. En este sentido, la combinación de la espectroscopia infrarroja con los métodos de clasificación y reconocimiento de pautas tiene múltiples aplicaciones en el campo de las ciencias forenses. Ejemplos de aplicaciones en Química Forense pueden ser la identificación y clasificación de sustancias ilegales, como en el caso de la cocaína [74,75], así como la detección de medicamentos falsificados [76]. 
Las técnicas quimiométricas de clasificación que habitualmente se aplican cuando se quieren establecer perfiles de drogas incluyen el análisis de componentes principales (Principal Component Analysis, PCA), el análisis de conglomerados (Hierarchical Cluster Analysis, HCA), el análisis discriminante lineal (Lineal Discriminant Analysis, LDA) o el análisis empleando redes neuronales artificiales (Artificial Neural Network Analysis, ANNA)[77]. 
En los estudios incluidos en esta Tesis Doctoral se ha recurrido básicamente al empleo del análisis de componentes principales y del análisis clusters (HCA). Ambos son ejemplos de métodos de reconocimiento de pautas no supervisados, en los que no es necesario disponer de información previa acerca de las muestras [74]. Se trata por tanto de métodos exploratorios de análisis de datos a partir de los cuales se pueden identificar grupos naturales en los conjuntos de datos que, en nuestro caso, constituyen los espectros IR.  
2.8.1.1 Análisis de componentes principales (PCA) 
El PCA trata de definir a partir de un conjunto inicial de variables (observables), otro conjunto de variables (no observables), obtenido por combinación de las variables originales pero que no aparecen correlacionadas entre sí, siendo posible extraer de ellas una información discriminada de 
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algunas características del sistema en estudio [73]. Es, por lo tanto,  un método de reducción de variables que permite representar en un espacio de un número reducido de dimensiones observaciones que corresponde con un espacio general p-dimensional.  
Consideramos un conjunto de datos centrados (corregidos respecto a la media) y suponemos que se representan en un nuevo espacio bidimensional para lo cual se proyectan los puntos experimentales sobre los nuevos ejes. En 
la Figura 29 se puede apreciar una proyección de los datos para un eje X* 
girado 10o y para un eje X** girado 60o. Se observa que las proyecciones de los 
puntos experimentales sobre el eje X* están más agrupadas (su varianza es 
menor) que las proyecciones sobre el eje X**, cuya varianza es mayor. Esto 
demuestra que X** representa una variable con mayor contenido informativo 
que X*. 
Calcular las coordenadas de cada punto experimental (x,y) en el nuevo sistema de ejes (x *, y *) es inmediato si se conoce el ángulo girado θ. 
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Figura 29. Rotación ortogonal de ejes en el espacio R2. Fuente: referencia [73]. 
Mediante el procedimiento anterior se puede girar el eje de abscisas hasta encontrar la dirección sobre la cual las trazas de los datos experimentales retengan la varianza explicada del conjunto inicial máxima. Las coordenadas en el nuevo sistema de ejes son una combinación lineal de las coordenadas sobre 
los ejes originales. Al representar las varianzas de X*1frente al ángulo girado θ 
resulta una curva (Figura 30) que pasa por un máximo, que es el punto de la varianza máxima. Esta nueva variable no contiene toda la varianza de los datos 
pero es posible identificar un segundo eje X*2 al que corresponda el resto de la 
varianza no contemplada en X*1. Este segundo eje X*2 es ortogonal al primero. 
Todo ello siempre y cuando las variables iniciales se puedan reducir a dos componentes principales. 
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Figura 30. Variación de la varianza en la rotación. Fuente: referencia [73]. 
La covarianza también varía al girar los ejes y es nula para las variables correspondientes al máximo y al mínimo de la varianza. Esto demuestra que 
una rotación para la varianza máxima lleva a unas variables X*1 y X*2 no 
correlacionadas. La distribución de los puntos experimentales en el espacio (bidimensional en este caso) no se altera en una rotación ortogonal por lo que la representación puede efectuarse indistintamente frente a los nuevos ejes o los originales.  Las proyecciones de los puntos sobre los ejes iniciales son los valores originales de las variables y las proyecciones sobre los nuevos ejes son los nuevos valores de las variables (scores). A los nuevos ejes se les llama componentes principales y los scores corresponden a la traza sobre las componentes principales [73]. La técnica permite transformar las variables originales correlacionadas en nuevas variables no correlacionadas, facilitando la interpretación de los datos originales[78]. 
En resumen, el PCA está basado en la descomposición de una matriz de datos X en una matriz de cargas o loadings y en una matriz de puntuaciones o scores.  
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Se denominan cargas factoriales o loadings a los cosenos directores entre las variables originales y las nuevas variables y tienen una gran importancia en la interpretación de los componentes principales. Los loadings estiman el grado de influencia que las variables originales ejercen en la formación de los componentes principales y, por lo tanto, presentan una forma parecida a la de los espectros. 
La representación gráfica de los scores de los PCs permite detectar pautas en las muestras. Un ejemplo lo podemos ver en la Figura 31 que indica la representación de los scores para un modelo PCA basado en espectros NIR de muestras de diferentes lotes de fabricación de un mismo medicamento y en el que se aprecian los diferentes grupos formados para cada uno de los lotes de fabricación [79]. 
 
 
Figura 31. Representación gráfica de los scores para un modelo PCA basado en espectros NIR de muestras de cinco lotes diferentes de un mismo medicamento. Fuente: referencia [79]. 
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2.8.1.2 Análisis cluster o de conglomerados (HCA) 
El análisis cluster es un método que permite dividir un grupo o conjunto de objetos en una serie de clases, de manera que los objetos que presentan características similares se encuentren agrupados en una misma clase. Se trata de una técnica de reconocimiento de pautas no supervisada en la que los grupos de muestras similares no se suelen conocer antes de realizar el análisis matemático y no se realiza ningún supuesto sobre la distribución de las variables. 
El análisis cluster busca objetos que se encuentren próximos en el espacio de las variables [80]. La distancia (dE) que existe entre dos puntos de un espacio n-dimensional con coordenadas (p1, p2……..pn) y (q1, q2……..qn) se calcula habitualmente a través de la distancia Euclídea, definida por: 
hi   (j, k) = l(mnopn)q + (mqopq)q + ⋯ + (mtoptn)q = l∑ (mvopv)qtvwn         (Ecuación 2) 
Una vez seleccionado el tratamiento previo del espectro, hay una serie de métodos para la formación de los conglomerados a partir de las variables originales. Uno de ellos es el algoritmo de Ward, creado originariamente por Joe H. Ward Jr. [81]. Dicho método, a diferencia de otros, no calcula distancias entre conglomerados sino que intenta minimizar la varianza dentro de ellos. Con este fin se computa como medida de disimilitud la suma total de cuadrados de las distancias (SCdentro) dentro de los conglomerados desde cada objeto del conglomerado hasta su centroide y en cada etapa se forma el conglomerado que tenga la menor SCdentro. La representación de las sucesivas etapas de agrupación de las muestras en grupos constituye el denominado dendrograma (Figura 32).  
El método de Ward es uno de los más utilizados en la práctica. Investigaciones llevadas a cabo por Kuiper y Fisher, Blashfield, Hans y Everitt, y Ferreira y 
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Hitchcock han probado que este método, en general,  es capaz de acertar mejor con la clasificación óptima que otros métodos como el algoritmo de enlace promedio, el de enlace completo o el algoritmo de enlace simple[82]. 
 
Figura 32.  Ejemplo de dendrograma realizado con el método de Ward. Fuente: referencia [83]. 
2.8.2 Técnicas de regresión multivariante 
El desarrollo de la tecnología en el campo computacional y de la espectroscopia ha permitido la expansión de métodos de cuantificación mediante espectroscopia infrarroja. Los métodos de regresión multivariante más comúnmente empleados en espectroscopia IR son los siguientes: mínimos cuadrados clásicos (Classical Least Squares, CLS), mínimos cuadrados inversos (Inversal Least Squares, ILS), mínimos cuadrados parciales (Partial Least Squares, PLS) y regresión sobre componentes principales (Principal Component Regression, PCR) [67]. Actualmente, la regresión PLS es una de las más utilizadas para la cuantificación de diferentes tipos de analitos en una gran variedad de muestras mediante el empleo de la espectroscopia IR [43,84,85]. 
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La técnica PLS participa de las características del análisis PCA en la regresión múltiple. El objetivo es predecir o analizar un conjunto de variables dependientes a partir de un conjunto de variables independientes o predictoras. La predicción se lleva a cabo extrayendo a partir de dichas variables predictoras un conjunto de factores ortogonales llamadas variables latentes (LV) o, simplemente, factores de manera que se construye un modelo de calibración para que tenga la mejor capacidad predictiva al aplicarlo al análisis de muestras diferentes de las utilizadas para la construcción del modelo PLS [86]. Aunque existan muchos factores manifiestos en el conjunto inicial de las variables de las muestras, pueden existir solo unos pocos factores latentes no observables que recojan la mayor parte de la variabilidad de la señales obtenidas a partir de las muestras (espectros IR, en este caso). La idea general del PLS es intentar extraer estos factores latentes, recogiendo la mayor parte de la variación de los factores reales de forma que además sirvan para modelar las variables respuesta de la mejor manera posible [87]. En la regresión PLS las variables espectrales originales se descomponen en variables latentes con el objetivo de establecer la mejor correlación entre la medida instrumental (datos espectrales de la matriz X) y los valores de la propiedad de interés (vector Y que contiene los valores de referencia de la propiedad de interés) [43]. 
El método de calibración PLS, se ha aplicado en quimiometría como una alternativa a la regresión ordinaria por mínimos cuadrados para la resolución de problemas que presentan grandes colinealidades o en los que se debían calcular variables Y correlacionadas. En la Figura 33 se muestra, como ejemplo, la representación de las absorbancias a diferentes longitudes de onda en el UV para una serie de muestras de triptófano a diferentes concentraciones. En dicha representación se puede observar el alto grado de correlación entre las variables. Este problema se puede resolver con la construcción de un modelo de regresión PLS, tal como se indica en la Figura 34 en la que se representa la 
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predicción de los valores de concentración de las muestras de triptófano realizadas por el modelo PLS establecido frente a los valores reales [88]. 
 
Figura 33. Representación de la absorbancia (UV-Vis) a tres longitudes de onda diferentes para una serie de disoluciones de triptófano. Fuente: referencia [88]. 
 
Figura 34. Representación de los valores predichos por el modelo PLS establecido para las muestras de triptófano frente a los valores reales. Fuente: referencia [88]. 
De modo genérico, la regresión PLS, puede presentarse como una alternativa a la PCR que intenta concentrar el máximo poder predictivo en los primeros componentes principales. Para ello, durante la etapa de calibración, el algoritmo PLS utiliza tanto la información contenida en la matriz de datos espectroscópicos (matriz X) como al contenida en la matriz de concentraciones 
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(matriz Y). Teniendo en cuenta ambas informaciones el método reduce el impacto de grandes pero irrelevantes variaciones en la matriz X durante el calibrado [89]. 
Antes de realizar la descomposición en factores, las matrices se centran o autoescalan a varianza unidad, como en el caso del PCA. Cada una de las matrices se descompone en una suma de A factores de forma que simultáneamente se calcula:  
x = yjz + { =  ∑ a|j|z}|wn + {   (Ecuación 3) 
~ = kz +  = ∑ |}|wn p|z +     (Ecuación 4) 
Donde si tenemos M muestras, A factores, k variables y P analitos,  las matrices T y U de dimensiones (MxA) son respectivamente las matrices de scores de los bloques X e Y. Las matrices PT y QT son las matrices de loadings de los bloques X e Y, con dimensiones (AxK) y (AxP); respectivamente. E y F son las matrices de residuales de los bloques X e Y, respectivamente.  
En este caso los loadings no coinciden con la dirección de máxima variación, como en el caso de PCA, ya que están corregidos para conseguir una óptima capacidad predictiva para la matriz Y [89], con lo que se pierde el sentido físico de los cálculos aunque se gane en capacidad de predicción. 
Si solo se desea calcular una única concentración de las presentes en la matriz Y, el algoritmo recibe el nombre de PLS1 y se puede considerar una simplificación del algoritmo global PLS2. En esta Tesis Doctoral se ha empleado el algoritmo PLS1 para la construcción de los modelos PLSR mediante las aplicaciones incluidas en el software OPUS 6.5 de Bruker.  
En la calibración se calcula la matriz de regresores  y el vector  que permiten realizar la predicción de la concentración de un analito en una 
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muestra sin necesidad de descomponerla en matrices de scores y loadings. Así, si el espectro de una muestra viene dado por el vectorv , las concentraciones de los analitos y viene dado por: 
v =  + v    (Ecuación 5) 
El objetivo de la calibración es obtener unos parámetros que permitan calcular la concentración de los analitos objeto de estudio en futuras muestras de forma que para cada objeto i y variable j, la residual de las concentraciones calculadas,v , sea el mínimo posible, según la ecuación 6,en la que es la concentración calculada,  
v =   − v     (Ecuación 6) 
Cuando el número de muestras es relativamente pequeño la metodología a seguir para la construcción del modelo es la validación cruzada (Cross Validation, CV), que utiliza muestras del bloque de calibración para comprobar el modelo. El conjunto de muestras de calibración se divide en varios bloques o segmentos. El modelo se construye tantas veces como número de bloques o segmentos se ha elegido, utilizando un segmento como bloque de datos para comprobar resultados y el resto para construir el modelo de forma que cada vez se deja un segmento fuera. Cuando el número de segmentos es igual al número de muestras de calibrado se le denomina procedimiento Leave-one-out (LOO), que deja cada vez una muestra fuera y utiliza el resto de muestras para construir el modelo. Si lo que se deja es un grupo de muestras fuera se denomina al procedimiento de validación cruzada como de “ventanas venecianas”. En cualquier caso, la coherencia del modelo de calibración se establece mediante el parámetro denominado Root Mean Square Error of Prediction by Cross Validation (RMSECV) para cada factor y cada analito es: 
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                      { = ∑ ( o)     (Ecuación 7) 
donde Mc es el número de muestras utilizadas en la calibración. 
Para poder asegurar la bondad del modelo en la predicción de muestras distintas a las utilizadas en la calibración es necesario realizar un proceso de validación del mismo mediante el estudio cuantitativo de los resultados de la aplicación del modelo construido con los datos de calibración a nuevas muestras. Esto se calcula mediante el Root Mean Square Error of Prediction (RMSEP):  
              {j = ¡∑ ( o)¢£  ¢£   (Ecuación 8) 
La elección del número de componentes principales o factores que configuran el modelo óptimo es el punto clave en la utilización de cualquier técnica de calibración que realice una compresión de variables. Se han propuesto diferentes formas para deducir el mejor número de componentes principales que se basan, en general, en el análisis del error de predicción al utilizar distinto número de éstos [89]. 
Para establecer un buen modelo de regresión PLS, esto es, con la adecuada capacidad predictiva, debemos tener en cuenta las siguientes cuestiones [90]: 
• El intervalo de longitud de onda de los datos espectrales utilizados para construir el modelo no tiene que incluir necesariamente todo el espectro que proporcione el instrumento empleado para obtener las medidas experimentales. Sin embargo, su restricción para cubrir regiones estrechas alrededor de bandas características del analito 
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puede comprometer el rendimiento y la robustez del modelo que debe probarse utilizando varias regiones espectrales. 
• Se suele realizar un tratamiento previo de los datos de los espectros o señales obtenidos para reducir la variabilidad y mejorar la información resultante acerca de la composición de las muestras, pero un tratamiento inadecuado puede introducir importantes errores o disminuir la relación señal/ruido. 
• Se debe seleccionar un apropiado número de factores. Un elevado número de factores favorecerá disponer de un modelo de calibración que se ajuste en mejor medida a las muestras utilizadas para la calibración. Sin embargo disminuirá su capacidad predictiva para el análisis de muestras diferentes a las consideradas en la modelización o calibración. Por este motivo es esencial determinar el número óptimo de factores y evitar añadir más factores cuando empiecen a no ser significativos; ya que de lo contrario estamos produciendo una sobreestimación del mismo con el consiguiente empeoramiento de su capacidad predictiva [91].  
• Debe realizarse una correcta identificación de los valores anómalos, los llamados outliers, en el conjunto de calibración para proceder a su exclusión.  
• El tipo de pre-procesado de los datos originales, el intervalo espectral y el número de factores, deben optimizarse a través de una correcta validación del modelo de calibración. Los datos espectrales, que están centrados en la media, se pueden someter además a otros tratamientos matemáticos como pueda ser la primera deriva, segunda derivada o normalización vectorial, entre otros procedimientos para mejorar los modelos obtenidos. 
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2.9 Ejemplos de aplicaciones forenses de la espectroscopia MIR y NIR en el análisis de drogas decomisadas 
La espectroscopia MIR se ha empleado en el análisis de drogas de abuso tanto para su cuantificación como para el estudio de las sustancias adulterantes y de corte que las acompañan. Algunos ejemplos de ello son la cuantificación de cocaína y heroína mediante pastillas de KBr [92], el desarrollo de  un método rápido de identificación para cocaína, heroína y anfetaminas,  empleando la espectroscopia  micro FT-IR en combinación con test microcristalinos [93], la detección de medicamentos fiscalizados como el diazepam en las huellas dactilares empleado microscopía FTIR [94] o la detección de cocaína en disolución de tetracloroetileno por medidas en el IR medio empleando un chip de microfluidos. [95]. La técnica ATR-FTIR se ha propuesto como método para el screening de drogas incautadas en laboratorios clandestinos [96]. Grobèrio et al propusieron la diferenciación de cocaína y algunos de sus adulterantes más comunes mediante espectroscopia IR combinada con el empleo de técnicas quimiométricas como el PLS [43].  Marcelo et al establecieron una metodología para obtener el perfil de muestras de cocaína (base/sal y adulterantes que contiene y su riqueza) mediante el uso de ATR-FTIR y métodos multivariantes [75].   
En cuanto al empleo de la espectroscopia NIR para la determinación de drogas de abuso podemos destacar su utilización en la cuantificación de derivados anfetamínicos [97], como test de screening en muestras de anfetamina [98], en la identificación rápida de derivados anfetamínicos combinado con el PCA [99],  determinación directa de heroína, 6-acetilmorfina y codeínaen muestras procedentes de tráfico ilícito [100], la cuantificación de heroína en muestras de dosis incautadas [84], identificación de diferentes sustancias psicoactivas empleando un equipo portátil [101], la determinación de cocaína en la forma base o sal y algunos de sus adulterantes como son la cafeína, lidocaína y 
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fenacetina [102], la comparación de la determinación de derivados anfetamínicos mediante modelos PLS por reflexión difusa y transmitancia [103] y la identificación de nuevas sustancias psicoactivas en muestras decomisadas con ayuda de métodos quimiométricos [104]. 
En la Tabla 12 se indica a modo de resumen, algunas de las aplicaciones encontradas en la bibliografía basadas en el empleo de la espectroscopia infrarroja, tanto en el MIR como en el NIR. Como puede verse, la mayoría de las matrices estudiadas corresponden a muestras en polvo y sólo en un caso se trabajó con una disolución de cocaína en tetracloroetileno. En cuanto a la determinación de cocaína en al resto de matrices en las que podemos encontrarla en las muestras decomisadas, no se han encontrado aplicaciones por espectroscopia ATR-MIR o DR-NIR para la determinación directa de drogas en tejidos ni tampoco en los casos en los que se le añaden sustancias para interferir en su detección por los test presuntivos habituales como es el caso de la cocaína.  
Sin embargo, sí que se han encontrado ejemplos de aplicaciones para la determinación directa de cocaína en tejidos impregnados utilizando la espectroscopia vibracional Raman, como es el caso de los estudios llevados a cabo por Ali et al  [105,106,107,108]. 
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Tabla 12. Ejemplos de aplicaciones forenses para el análisis de drogas por espectroscopia MIR y NIR. 
Año Técnica Procesado muestra Análisis de datos Analito Matriz Ref. 
1987 FTIR MIR Pastillas de KBr Integración del área de los picos carbonilo 
Cocaína y heroína. Adulterantes y diluyentes: azúcares, cafeína y procaína 
Polvo [92] 
2007 ATR -FTIR Medida directa Comparación con biblioteca Derivados anfetamínicos Polvo [96]  
2009  Microscopía FTIR  
Medida directa Algoritmos comparación de espectros 
Aspirina, diazepam, cafeína Huellas dactilares [94] 
2012 MIR 
Guía de onda MIR -chip de microfluidos integrado 
Medida en tiempo real Cocaína en disolución de tetracloroetileno Líquida [95] 
2013 ATR-FTIR Medida directa PCA, PLS-DA 
Cocaína (Sal/base) Adulterantes: Lidocaína, cafeína y  benzocaína Polvo [85] 
2015 ATR-FTIR Medida directa PCA, HCA, PLS-DA SVM-DA PLSR 
Cocaína. Cafeína, lidocaína, fenacetina Polvo [75] 
2015 ATR-FTIR Medida directa  PLSR PLS-DA,  
Cocaína, fenacetina, benzocaína, cafeína, lidocaína y aminopirina Polvo [43] 
2015 ATR-FTIR Medida directa PNN, KNN, LDA Cocaína sal/base; Adulterantes: Cafeína, lidocaína, fenacetina Polvo [102] 
1999 NIR Medida directa PLSR Derivados anfetamínicos Polvo [97] 
1999 NIR Medida directa PLS Derivados anfetamínicos Polvo [98] 
2003 NIR Medida directa PLSR Derivados anfetamínicos Polvo [103] 
2007 NIR Medida directa PLSR Heroína, 6-acetilmorfina y codeína Polvo [100] 
2008 NIR Medida directa PLSR Heroína Polvo [84] 
2008 NIR Medida directa PCA Derivados anfetamínicos Polvo [99]  
2014 NIR Medida directa, equipo portátil 
Algoritmos comparación de espectros 
Cocaína y diferentes sustancias psicoactivas y diluyentes  
Polvo [101] 
2016 NIR Medida directa PCA NPS Polvo [104] 
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3 Parte experimental 
3.1 Instrumentación utilizada 
A continuación se pasa a describir la instrumentación utilizada en el desarrollo de los trabajos que forman parte de esta Tesis Doctoral. 
3.1.1 Cromatógrafo de gases con detector FID 
Para la cuantificación de las muestras de cocaína se utilizó un cromatógrafo de gases 7890A marca Agilent (Palo Alto, CA, USA)(Figura35),  provisto de un detector de ionización de llama (Flame Ionization Detector, FID) y una columna capilar HP-5, de dimensiones 30 m x 0.32 mm x 0.25 µm. Dispone de un sistema de inyección automático con split/splitless de manera que se puede inyectar la muestra completa (splitless) o solo una parte (split) seleccionando la fracción que se prefiera (1/10, 1/25, etc). El sistema de inyección dispone de un muestreador para 100 viales. Como gas portador se ha utilizado nitrógeno. El equipo se controla con el software ChemStation de Agilent (Palo Alto, CA, USA) Rev B.04.03 (16). 
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Figura 35. Cromatógrafo de gases con detector FID modelo Agilent 7890A utilizado para obtener los valores de referencia de las muestras de cocaína. 
3.1.2 Cromatógrafo de gases acoplado a espectrómetro de masas 
Para la identificación tanto de la cocaína como de las sustancias adulterantes presentes en las muestras se ha utilizado un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas Agilent (Palo Alto, CA, USA) modelo 6890N-5973 (Figura 36). Está provisto de un inyector automático split/splitless, una columna capilar HP-5 MS UI de Agilent (Palo Alto, CA, USA), de dimensiones 30 m x 0.25 mm x 0.25 µm, una fuente de iones para ionización electrónica y un analizador de masas tipo cuadrupolo. Se controla con el software MSD ChemStation de Agilent(Palo Alto, CA, USA) versión E.02.02.1431. Dicho software permite la comparación con hasta tres bibliotecas de espectros. En nuestro caso se ha trabajado con las bibliotecas: Wiley Library, Pfleger-Maurer-Weber Drugs and Pesticides Library for Toxicology (PMW_Tox_3) y la SWGDRUG Library. 
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Figura 36. Cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas Agilent 6890N-5973 utilizado para el análisis cualitativo de las muestras de referencia. 
3.1.3 Espectrofotómetro FT-NIR 
 Para la adquisición de los espectros de las muestras sólidas y soportes impregnados por espectroscopia DR-NIR se ha empleado un espectrofotómetro por transformada de Fourier (FT-NIR) modelo Multipurpose Analyzer (MPA) de Bruker (Bremen, Alemania) (Figura 37). Este equipo permite la obtención de medidas por transmisión, reflexión difusa y transflectancia y para ello está equipado con una fuente de lámpara de tungsteno, un divisor de haz de cuarzo y un detector del tipo TE-InGaAs. Dispone de una esfera integradora que se utiliza como accesorio de medida y de una sonda de fibra óptica para medida de las muestras de forma directa por reflectancia difusa y por transflectancia.  
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Figura 37. Espectrofotómetro FT-NIR Multipurpose Analyzer de Bruker con el que se han realizado tanto medidas directas en vial de vidrio como medidas con sonda de fibra óptica. 
El equipo se controla con el software de OPUS 6.5 de Bruker (Bremen, Alemania). Este programa está diseñado para el análisis de rutina y permite realizar la adquisición de los espectros, así como llevar a cabo la manipulación de los mismos, disponiendo de aplicaciones para el análisis cualitativo y cuantitativo.  
3.1.4 Espectrómetro FT-IR con accesorio ATR 
Para la adquisición de los espectros de las muestras sólidas y de soportes impregnados por espectroscopia ATR-MIR se ha empleado un espectrofotómetro por transformada de Fourier (FT-IR) modelo SpectrumTwo de Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, USA) equipado con un accesorio micro ATR de una sola reflexión con cristal de diamante. (Figura 38). Este accesorio dispone de una prensa para ejercer presión sobre las muestras, que se monitoriza a través del software de control del instrumento. El equipo está provisto de un detector de sulfato de triglicina deuterada (DTGS), divisor de haz de KBr y fuente de IR medio. Para la adquisición de los espectros se utiliza el software Spectrum Perkin-Elmer versión 10.03.06.  
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Figura 38. Espectrofotómetro FT-IR SpectrumTwo de Perkin Elmer con el accesorio µATR. 
3.1.5 Espectrofotómetro FT-IR IFS 66/vS Bruker 
La adquisición de los espectros de las muestras de cocaína en disolución por espectroscopia ATR-MIR, se ha realizado con un espectrofotómetro FT-IR IFS 66/vS de Bruker (Bremen, Alemania), equipado con una fuente Globar refrigerada por agua, un divisor de haz de KBr y un detector fotoconductivo de alta sensibilidad de tipo MCT (Mercurio-Cadmio-Teluro) refrigerado con nitrógeno líquido (Figura 39).Las medidas se han realizado utilizando un accesorio ATR Dura Sample IR, de la marca Smiths Detection Inc. (Warrington, UK),  equipado con un elemento ATR de cristal de diamante/ZnSe de nueve reflexiones. Los espectros se obtuvieron trabajando con el compartimento de muestra purgado con aire seco. El equipo se controla mediante el software OPUS 6.5 de Bruker.  
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Figura 39. Equipo FT-IR IFS66/vS de Bruker utilizado para la medida de las muestras de cocaína en disolución. 
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3.2 Muestras y reactivos 
Las muestras utilizadas fueron decomisadas en la provincia de Valencia por la Policía y la Guardia Civil y en ellas se había detectado la presencia de cocaína. Se han seleccionado muestras correspondientes a las diferentes presentaciones en las que se suele encontrar la cocaína: muestras en polvo, soportes impregnados, cocaína en disolución acuosa y cocaína mezclada con sustancias que enmascaran las pruebas presuntivas de identificación. A continuación se describen las principales características de las muestras con las que se ha trabajado. 
3.2.1 Muestras de cocaína en polvo 
Se utilizan muestras de cocaína en polvo, tanto procedentes de cocaína a granel (pastillas o “ladrillos” de  1 kg de cocaína) como de dosis para el menudeo y consumo. 
Para el estudio inicial por DR-NIR se emplearon 78 muestras de cocaína en polvo incautadas durante 2009 y 2010, de las que 54 corresponden a cocaína a granel y 24 a menudeo, con una riqueza (expresada en cocaína base) comprendida entre el 11.4 % (p/p) y el  86.4 % (p/p), con las cuales se estableció un modelo PLSR. Un grupo de 11 muestras de cocaína a granel, diferentes de las consideradas en el conjunto de calibración y en el de test, y una muestra de cocaína compactada de 1 kg medida en 10 puntos diferentes se utilizaron para la evaluación de la capacidad predictiva del modelo PLSR establecido. 
Se realizó un segundo estudio con muestras de cocaína en polvo por ATR-MIR. En este caso se analizaron 568 muestras de dosis y 100 de cocaína a granel por el método de referencia GC-MS para determinar los adulterantes presentes. De las 568 se tomaron 126 muestras de manera que estuvieran presentes todas 
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las combinaciones de adulterantes encontradas, excepto aquellas combinaciones que por su baja frecuencia se consideran anecdóticas. Se determinó la concentración de cocaína base de estas muestras, que está comprendida entre 4.24 % (p/p) y 82.4 % (p/p) mediante procedimientos de referencia. Los adulterantes presentes en las muestras fueron principalmente fenacetina, cafeína, levamisol, tetracaína, lidocaína y procaína. Las muestras para la calibración se seleccionaron en función del adulterante detectado, de manera que tanto en el conjunto de calibración como en el conjunto de validación hubiera al menos una muestra de cada combinación encontrada. Con 76 de estas muestras se elaboró un modelo de calibración PLS. 40 muestras se reservaron para la validación del modelo. Un conjunto de 10 muestras nuevas se utilizaron para comparar resultados obtenidos con los del método de referencia y evaluar la capacidad de predicción del método. 
Se prepararon además mezclas de cocaína y adulterantes en diferentes proporciones, para crear un método cualitativo que nos permitiera detectar los adulterantes presentes en las muestras a través de sus espectros ATR-MIR. 
Con objeto de ampliar el primer estudio DR-NIR, en  el que no conocíamos los adulterantes presentes en cada una de las muestras, y considerando que el número de muestras utilizadas de cocaína a granel (54 muestras) era muy superior al de muestras de dosis (24 muestras) se trabajó con muestras  reales de las que se conocía su composición en adulterantes y muestras preparadas de cocaína con diferentes adulterantes en diferente proporción, considerándose un total de 198 muestras adicionales.  
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3.2.2 Muestras de soportes impregnados 
Los soportes impregnados que se han utilizado en estos estudios, atendiendo a sus características externas, son de cuatro tipos: 
• Láminas de tejido de fieltro blanco, de dimensiones aproximadas 20x40 cm y espesor de entre 1-2 mm. 
• Lámina de tejido de fieltro negro, también de  dimensiones aproximadas 20x40 cm y espesor de entre 1-2 mm. 
• Lámina de pasta de papel  de dimensiones 6x4 cm y espesor de 2 mm. 
• Espuma impregnada de color gris de dimensiones 4x3cm y espesor 0.5 cm.  
Dos de las láminas blancas y la lámina negra se utilizaron para construir un modelo PLSR. La lámina blanca restante, la lámina de cartón y la espuma impregnada se utilizan para la comparación con el método de referencia. 
Para la caracterización de los soportes, se procedió a lavarlos durante 72 horas por inmersión en etanol, cambiando cada 24 horas el líquido de lavado. Posteriormente se dejó secar y se compararon los espectros con los obtenidos para tejidos de diferente naturaleza. En la Figura 40 se muestran los espectros del soporte blanco una vez lavado y eliminados los restos de cocaína comparados con los espectros obtenidos para tejidos de lana, algodón, mezcla de algodón/poliéster y fieltro de poliéster, respectivamente. Como se puede observar el espectro del soporte blanco una vez lavado y eliminada la cocaína coincide con el de fieltro de poliéster, no así con el resto de materiales donde se aprecian diferencias en las bandas del espectro.      
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El tejido de fieltro de poliéster es el que más habitualmente suele encontrarse como soporte impregnado para la cocaína. Se puede conseguir muy fácilmente en cualquier comercio de telas, papelería o tienda de manualidades, ya que su uso es muy frecuente para estos fines. En cuanto al soporte impregnado de color negro, a simple vista parece muy diferente al de fieltro de poliéster blanco. Al obtener el espectro ATR-MIR una vez lavado y eliminados los restos de cocaína, se aprecian espectros similares para los soportes blanco y negro,  si bien el soporte negro parece que tenga algo de algodón, y que se trate por tanto de una mezcla poliéster/algodón, pero con una proporción diferente a la del tejido con el que se ha comparado (Figura 40, espectro A).  
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Figura 40. Espectros ATR-MIR. A. Tejido de algodón/poliéster. B. Tejido de lana. C. Tejido de algodón. D. Fieltro de poliéster. E. Soporte blanco lavado. 
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En el caso de la espuma impregnada, sí que se comprobó que las bandas de absorción que aparecen son claramente distintas a las de los tejidos ensayados (Figura 41), por lo que se puede concluir que se trata de materiales totalmente diferentes. De los soportes de pasta de papel no se han podido obtener espectros para su caracterización, ya que al lavarlos no fue posible recuperarlos.  
 
3.2.3 Muestras de cocaína en disolución acuosa 
Se ha trabajado con muestras de cocaína en disolución acuosa azucarada camuflada bajo la denominación de “vinagres de fruta”, empleando un total de 53 muestras sospechosas de contener cocaína y se han preparado patrones acuosos de cocaína clorhidrato. En las 31 botellas donde finalmente se detectó cocaína, al enfriarlas, se observaba una especie de separación de fases, a diferencia del resto para las que se obtuvo una disolución transparente totalmente homogénea. Dicha separación de fases desaparecía fácilmente por simple agitación manual de la muestra. 
Figura  41.  Espectros ATR. A. Soporte impregnado blanco lavado. B. Soporte impregnado negro lavado. C. Espuma lavada. 
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3.2.4 Muestras de cocaína en polvo mezclada con sustancias que enmascaran el test de tiocianato de cobalto 
Se han empleado muestras reales de un decomiso de cocaína camuflada con apariencia de café y muestras preparadas de cocaína y café molido de tueste natural. Así como una muestra de cocaína negra compactada. 
3.2.5 Reactivos empleados 
Para la preparación de las disoluciones patrón se utilizó cocaína clorhidrato, patrón de referencia certificado, de la marca Lipomed (Arlesheim, Switzerland), cafeína ≥99% marca Guinama (Alboraya, Spain), levamisol clorhidrato ≥99 % marca Guinama (Alboraya, Spain), tetracaína clorhidrato ≥99 % marca Guinama (Alboraya, Spain), procaina clorhidrato≥99 % marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), lidocaína ≥ 99% marca Guinama (Alboraya, Spain) y fenacetina (4-etoxiacetanilida) patrón proveniente de un decomiso. 
Para la calibración por cromatografía se ha empleado como patrón interno tetracosano (Fluka, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) preparado al 0.02 % m/v en etanol absoluto grado análisis (Panreac, Barcelona, Spain). En el caso de los patrones acuosos de cocaína se empleó agua ultra pura como disolvente y también como blanco. 
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3.3 Procedimientos de referencia 
Como procedimientos de referencia para establecer los valores de concentración de cocaína en las muestras y validar las predicciones de los métodos desarrollados se utilizaron los procedimientos cromatográficos recomendados por Naciones Unidas. 
3.3.1 Preparación de patrones y muestras 
Para establecer la recta de calibrado se prepararon seis disoluciones patrón de cocaína clorhidrato en disolución de tetracosano al 0.02 % m/v en etanol absoluto, en un intervalo de concentraciones comprendido entre 0.10 mg mL-1 y 2.00 mg mL-1.  
En cuanto a la preparación de las muestras para su análisis por cromatografía, ésta va a depender del tipo de matriz que presenten: 
• En el caso de muestras en polvo se pesó una cantidad comprendida entre 10 y 20 mg de muestra homogenizada que se disolvió en 8 mL de etanol conteniendo tetracosano como patrón interno y  tras sonicar la muestra durante tres minutos en un baño de ultrasonidos, se llevó a un volumen final de 10 ml. Una vez disuelta la cocaína las disoluciones se filtran a través de membrana de 0.47 µm antes de la inyección en el cromatógrafo. 
• Para las muestras impregnadas, tras el muestreo del soporte impregnado (que consiste en dividir el mismo en cuadrantes y tomar porciones de cada uno de éstos de aproximadamente un gramo) las porciones obtenidas se sumergieron y se dejaron en agitación durante 24 horas en 50 ml de etanol conteniendo tetracosano como patrón interno.  Posteriormente se realizó una dilución 1/10.  
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• En el caso de las muestras líquidas, tras homogeneizarlas completamente mediante agitación manual, se pesó entre 30 y 40 mg de muestra que se disolvió en 10 mL de etanol conteniendo tetracosano como patrón interno.  
3.3.2 Análisis cualitativo de las muestras por GC-MS 
La determinación en las muestras de los adulterantes y la confirmación de la presencia de cocaína se realizó por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS). Tras el tratamiento de la muestra se inyectaron 0.5 µL en modo automático sin división de flujo (splitless). Como gas portador se utilizó helio y la temperatura del inyector fue de 280°C. El programa del horno va desde una temperatura inicial de 70°C hasta una final de 250°C, con una rampa de calentamiento de 25°C min-1. En este caso se empleó una columna capilar HP-5M UI (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Los parámetros instrumentales del método se resumen en la Tabla 13. 
Tabla 13. Parámetros instrumentales del método GC-MS para la determinación de cocaína. 
PARÁMETROS 
Instrumento GC-MS Agilent6890N-5973  Modo Automática  División de flujo (Split) No (Splitless) Inyección de la  Tª inyector 280°C muestra Volumen de inyección 0.5 µL  Gas portador He  Flujo 1.5 ml min-1  Tª inicial 70°C Horno Incremento 25°C min-1  Tª final 250°C  Periodo isotérmico 10 min Columna Columna capilar HP-5M UI (30 m x 0.25mm x 0.25µm) Rango de masas  50-550 uma Modo de adquisición Full scan Tipo de ionización Ionización electrónica Tª de la fuente 230°C Analizador de masas  Cuadrupolo  
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3.3.3 Determinación del contenido en cocaína de las muestras por el método de referencia de GC-FID 
El método de referencia que se ha empleado se basa  en el propuesto en las Recomendaciones de Naciones Unidas consistente en el empleo de la cromatografía de gases con detector de ionización de llama [2]. Se inyectaron 0.5 µL de muestras o patrones en modo automático con un división de flujo (split) de 1/10 a una temperatura de 280°C. Como gas portador se empleó nitrógeno con un caudal de 7.0mL min-1. La columna utilizada es una capilar Agilent tipo HP-5, de dimensiones 30 m x 0.32 mm x 0.25 µm, siendo la temperatura del horno de 220°C (modo isotermo) y la del detector de 280°C. La duración total del método fue de 5 minutos. Los parámetros instrumentales se resumen en la Tabla 14. 
Para la cuantificación se ha empleado el pico de la cocaína que aparece a 2.48 
min y el del tetracosano a 3.46 min. 
Tabla 14.Parámetros instrumentales del método GC-FID para la determinación de cocaína. 
PARÁMETROS 
Instrumento GC-FID Agilent7890A  Modo Automática  División de flujo (Split) 1/10 
Inyección de la  Tª inyector 280°C 
muestra Volumen de inyección 0.5 µL  Gas portador N2  Flujo 7.0 mL min-1 
Horno Isotérmico 220°C/ 5 min 
Columna Columna capilar HP-5 (30 m x 0.32 mm x 0.25µm) 
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3.4 Procedimientos de medida en el infrarrojo 
A continuación se detallan los métodos utilizados para la obtención de los espectros tanto en el NIR como en el MIR. 
3.4.1 Infrarrojo próximo (NIR) 
Se obtuvieron los espectros de muestras en polvo y muestras impregnadas de cocaína. 
3.4.1.1 Medidas por reflexión difusa (DR-NIR) de muestras en polvo 
Para las medias por DR-NIR de las muestras de polvo se empleó el espectrofotómetro FT-NIR MPA  utilizando la esfera integradora. Las muestras pulverizadas se introdujeron en viales de vidrio transparente, de los que comúnmente se emplean para los muestreadores automáticos en cromatografía, de 9.5 mm de diámetro interno y 2 ml de capacidad. Fue suficiente una cantidad de entre 50-75 mg de las muestras en polvo para crear una capa de dos milímetros de espesor en el interior del vial. 
Los espectros NIR de las muestras se obtuvieron en el intervalo comprendido entre 13500 y 3500 cm-1, trabajando con una resolución de 4 cm-1, que es la resolución estándar del equipo, acumulando 50 barridos (scans) por espectro, frente a un background establecido a partir de la esfera integradora del espectrómetro en modo cerrado y en las mismas condiciones instrumentales que las muestras. El espectro final se corrigió para obtenerlo en unidades de Kubelka-Munk, ya que se realizó un tratamiento cuantitativo posterior y ello mejora la relación entre la señal y la concentración. Se tomaron tres medidas de cada una de las muestras variando la posición del vial por rotación manual (aproximadamente 120°) para incrementar la variabilidad de los espectros y la representatividad del muestreo. 
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3.4.1.2 Medidas por reflexión difusa con sonda de fibra óptica (DR-NIR) de 
soportes impregnados 
Para las medidas de las muestras de soportes impregnados se utilizó el mismo 
equipo que en el caso de las muestras de polvo (FT-NIR modelo MPA). En este 
caso, las medidas se realizaron por reflexión difusa utilizando la sonda de fibra 
óptica, en la región NIR (14000 a 3900 cm-1) con una resolución de 4 cm-1 
acumulando 50 barridos por espectro, utilizando un background del estándar 
de reflectancia difusa Spectralon© (fluoropolímero que presenta reflectancia 
difusa mayor a cualquier otro material en las regiones UV, visible y NIR). Las 
medidas se tomaron realizando un mapeo de los soportes, de manera que se 
dividió éste en cuadrantes y se tomaron medidas en cada uno de ellos 
apoyando la sonda sobre el soporte, tal como se muestra en la Figura 42, y 
limpiándola con papel suave de celulosa entre cada medida. Posteriormente se 
realizó a los espectros una corrección de Kubelka-Munk.  
 
 
Figura 42.  Medida de una lámina de tejido de fieltro impregnado con cocaína empleando sonda de DR-NIR. 
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3.4.2 Infrarrojo medio (MIR) 
En el infrarrojo medio se obtuvieron los espectros de muestras sólidas y líquidas utilizando accesorios ATR. 
3.4.2.1 Medidas por reflexión total atenuada (ATR) de muestras en polvo 
Para la obtención de las medidas se empleó el espectrofotómetro FT-IR SpectrumTwo de Perkin Elmer. Las muestras de polvo, cuyo contenido en cocaína y adulterantes se determinó previamente por el método de referencia GC-FID, se hicieron por contacto directo con el cristal ATR ejerciendo una presión constante de 85 unidades con una punta o tip de 3 mm de diámetro, trabajando a una resolución de 4 cm-1 en el intervalo espectral de 4000 a 400 cm-1 y acumulando 10 barridos o scans por espectro. El espectro se obtuvo frente a un backgrounddela celda vacía y limpia y se le aplicó la corrección ATR, que va a permitir hacer una mejor comparación de los espectros. Una vez registrado el espectro, se retiró la muestra con ayuda de una espátula de plástico y se limpió el cristal del accesorio con agua y etanol. Se secó con un papel suave de celulosa y se realizó una medida para comprobar que se recuperaba la línea base. Las medidas se tomaron por triplicado y posteriormente se obtuvieron los espectros promedio con los que se trabajó para elaborar los modelos PLS. 
3.4.2.2 Medidas por reflexión total atenuada (ATR) de soportes impregnados 
Empleando el mismo espectrofotómetro que se ha indicado en la sección anterior, los soportes impregnados que ya se habían medido con la sonda de DR-NIR se muestrearon, tomando para ello  diferentes porciones de aproximadamente 4x3 cm2, y se midieron en el intervalo espectral de 4000 a 400 cm-1 por contacto directo con el cristal ATR, frente a un background de la celda limpia, ejerciendo una presión de 85 unidades con un tip de 3 mm de 
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diámetro. Entre cada medida se limpió el cristal del accesorio ATR con agua y etanol y se secó con papel suave de celulosa y se hizo una medida para comprobar que se recuperaba la línea base. Las medidas se hicieron por una y otra cara en el mismo punto del soporte (Figura 43). 
 
Figura 43. Procedimiento de medida por ATR-MIR de soportes impregnados de cocaína. 
3.4.2.3 Medidas por reflexión total atenuada (ATR) de muestras líquidas 
Para la obtención de los espectros de muestras de cocaína disuelta en disoluciones azucaradas, se utilizó un espectrofotómetro FT-IR IFS 66/vS con un accesorio ATR DuraSampleIR II con una celda de 9 reflexiones. Después de homogenizar adecuadamente las muestras mediante agitación manual, con la ayuda de una micro jeringa de volumen muerto cero (Hamilton, serie 7005) se depositaron 5 µl de la muestra sobre el cristal del accesorio de ATR, previamente limpio y seco. Se cubrió la celda con una pieza de cristal con el fin de evitar la evaporación de la disolución y se obtuvo el espectro IR en la región de 4000 a 400 cm-1, por acumulación de 100 barridos del interferómetro, con una velocidad de 100 KHz (detector MCT) y una resolución nominal de 4 cm-1. El espectro se registró por triplicado frente a un background de la celda limpia y vacía. Al espectro obtenido se le aplicó una corrección ATR. Siguiendo el mismo procedimiento se obtuvieron medidas por triplicado de patrones acuosos de cocaína y blancos de agua. 
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3.5 Desarrollo de métodos cualitativos para la determinación de cocaína y sus adulterantes 
Los métodos cualitativos se han desarrollado utilizando los espectros de patrones y muestras e identificando las bandas principales de los compuestos considerados. 
3.5.1 Método cualitativo para la identificación de cocaína y sus adulterantes 
Para la identificación de la cocaína y los adulterantes presentes en las muestras se ha establecido un método en dos pasos con la ayuda del software OPUS 6.5 de Bruker: 1) comparación de la muestra con una biblioteca de muestras creada a tal efecto y 2) realización de un test de conformidad para la identificación de los adulterantes teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el paso 1). 
• Comparación del espectro ATR-MIR problema con una biblioteca de espectros creada con muestras de composición conocida.  
La opción de búsqueda de espectros (spectrum search) del programa OPUS permite identificar espectros desconocidos por comparación con los de una biblioteca. En este caso se creó una biblioteca con los espectros de las combinaciones de adulterantes más comunes y con un espectro de un patrón de cocaína clorhidrato. La opción de búsqueda se puede configurar, de manera que pueden excluirse regiones del espectro para la comparación y seleccionar el algoritmo de búsqueda más apropiado. En el caso de las muestras adulteradas, los soportes impregnados y la cocaína mezclada con café se empleó el algoritmo estándar y se realizó la comparación utilizando todo el intervalo espectral. Este algoritmo estándar toma en consideración no sólo la frecuencia a la que aparecen las bandas de los espectros que se comparan sino también las intensidades relativas de las mismas. Además 
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permite definir si el espectro a comparar proviene de una muestra con un componente o con varios. En el caso de que se trate de un solo componente aplica un factor que reduce la calidad del índice de comparación (hit) de los espectros, esto es, el valor que indica el grado de similitud de los mismos, si el número de bandas del espectro de la librería es menor al del espectro problema [109].  
En el caso de las muestras de cocaína negra compactada se comprobó que el algoritmo estándar no era adecuado y se utilizó el que considera la correlación espectral, seleccionado el pre-tratamiento y las regiones espectrales más adecuadas. Este algoritmo calcula la suma de los cuadrados de las desviaciones entre el espectro problema y el espectro resultado para los puntos de datos del intervalo espectral definido. Además permite incluir una normalización o trabajar con la derivada del espectro [109]. 
Los resultados a partir de los espectros de la biblioteca aparecen presentados de forma ordenada en función del índice de calidad, de modo decreciente en su similitud. Inicialmente seleccionamos los dos espectros con un índice de calidad superior y los sometemos a una segunda identificación a modo de confirmación, consistente en la comparación del espectro por un método de conformidad (Ident) para cada uno de los adulterantes que presumiblemente se encuentran presentes en la muestra según los resultados obtenidos en el test inicial de comparación con la biblioteca. 
• Realización de un test de conformidad (Ident) que confirma la presencia de cada uno de los adulterantes.   La función Ident del programa OPUS se utiliza principalmente para el control de calidad, ya que su objetivo es detectar desviaciones entre un espectro de referencia y un espectro problema. Con ella, se define un 
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método que determine la similitud de los espectros y se establece un umbral (threshold) de aceptación. Existen dos algoritmos para la comparación: el estándar y el de factorización. En nuestro caso hemos empleado el algoritmo estándar. Este método utiliza para la comparación de los espectros la distancia Euclídea, que es proporcional al área entre las curvas espectrales, tal como puede verse en el ejemplo de la Figura 44.  
 
Figura 44. Ejemplo del cálculo de la distancia Euclídea entre un espectro problema y un espectro test. Fuente: referencia [109]. 
Se configuró un test de conformidad para cada uno de los adulterantes detectados a partir de la comparación inicial con la biblioteca de espectros mediante la función Search, seleccionando las regiones espectrales en función de las bandas principales que se observan en el espectro de los adulterantes puros y realizando pruebas con diferentes opciones de pre-tratamiento.  
Una vez configurado el método cualitativo para cada adulterante se procedió a la validación de los mismos utilizando para ello 50 de las muestras estudiadas, conjunto en el que están representadas todas las combinaciones de adulterantes encontradas en las muestras consideradas en este estudio.  
 
 
Numero de ondas (cm-1) 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
Parte experimental 95 
 
3.5.2 Método cualitativo para muestras de cocaína en disolución 
En el caso de las muestras de cocaína en disolución, el método cualitativo consiste en emplear un test de conformidad para clasificar las muestras en positivas y negativas. El procedimiento para configurar el método es igual al de las muestras en polvo, pero en este caso se ha empleado un solo método por comparación con dos grupos de muestras: patrones de cocaína en disolución acuosa y muestras de agua. El método de conformidad clasifica la muestra en uno u otro grupo. La región del espectro y el pre-tratamiento se han seleccionado teniendo en cuenta la zona donde aparecen las bandas de la cocaína de manera que se obtengan los mínimos falsos positivos y negativos. Un conjunto de muestras reales se empleó para la validación del método. 
3.5.3 Criterios de validación para los métodos cualitativos 
Para la validación de los test de conformidad se han aplicado los criterios mencionados en el documento de recomendaciones de la ONU para técnicas espectroscópicas [58]. Dicho documento establece que el método analítico debe posibilitar por su especificidad y selectividad el cumplimiento de los objetivos. Los parámetros considerados  y su cálculo se muestran en la Tabla 15. En este caso se ha determinado: 
• Selectividad. Como el porcentaje de verdaderos positivos respecto al total de muestras positivas. 
• Especificidad. Como el porcentaje de verdaderos negativos respecto al total de muestras negativas. 
• Porcentaje de falsos positivos. Porcentaje de muestras detectadas por el método  como positivas, cuando en realidad eran negativas, respecto al número total de muestras detectadas como positivas. 
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• Porcentaje de falsos negativos. Porcentaje de muestras detectadas por 
el método  como negativas, cuando en realidad eran positivas, respecto 
al número total de muestras detectadas como negativas. 
• Eficiencia del método. Porcentaje de verdaderos positivos y negativos 
respecto al número total de muestras. 
Tabla 15. Parámetros considerados para la validación del método cualitativo. Nota: a, número de verdaderos positivos; b, falsos negativos; c, falsos positivos; d, verdaderos negativos; y n, número de muestras. 
 Parámetros considerados en la validación 
  Selectividad   =
||¨© × 100       (Ecuación 9) 
 Especificidad  { =
«¬¨« × 100      (Ecuación 10) 
 Falsos Positivos  j =
¬|¨¬ × 100   (Ecuación 11) 
 Falsos negativos  ­ =
©©¨« × 100(Ecuación 12) 
Eficiencia { = |¨«t × 100(Ecuación 13) 
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3.6 Construcción y evaluación de modelos de regresión PLS y aplicación de métodos de reconocimiento de pautas 
Se han empleado métodos de reconocimiento de pautas y se han construido modelos PLS para la identificación y determinación de cocaína en las diferentes matrices consideradas en este estudio: muestras en polvo, soportes y tejidos impregnados, muestras líquidas y cocaína mezclada con sustancias que enmascaran los test presuntivos de color.  
De forma genérica, para la construcción de los modelos PLS los espectros de cada tipo de muestras se dividen en dos grupos independientes, uno de calibración y otro de validación o test, y se construye un modelo de regresión PLS seleccionando el pre-procesado de los datos, intervalos espectrales y número de factores (variables latentes) que proporcione mayor capacidad predictiva para la cuantificación de cocaína en las muestras del conjunto de validación. La selección de los conjuntos de calibración y validación se ha realizado de diferente manera en cada uno de los casos, lo que se detalla en los apartados siguientes.  
Para la construcción de modelos PLS y la aplicación de métodos de reconocimiento de pautas hay software disponible con diferentes prestaciones. Como ya se ha comentado en este estudio se ha empleado el Programa OPUS versión 6.5 de Bruker.  
A partir de la información encontrada en la bibliografía, las técnicas de reconocimiento de pautas se han empleado para el tratamiento de los datos analíticos obtenidos de muestras decomisadas con objeto de investigar y establecer posibles nexos en cuanto a la procedencia de las mismas. Estos trabajos se han realizado basándose en el análisis de los restos de disolventes presentes en las muestras y determinados mediante HS-GC/MS [110], en el origen geográfico del cultivo a partir del estudio de los alcaloides y del análisis 
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isotópico de los componentes presentes en las muestras [111,112], a través del estudio mediante FT-IR y GC-MS de los alcaloides y de los disolventes residuales [74]o a través del estudio del contenido en metales [113]. Trabajando con métodos de reconocimiento de pautas, también se ha considerado la detección de billetes contaminados con cocaína [114], el reconocimiento de perfiles de cocaína a partir de la información contenida en una base de datos [115], la clasificación de muestras de cocaína en forma de base o clorhidrato y la determinación del perfil de adulterantes a partir de medidas FT-IR [75] o la clasificación de muestras de derivados anfetamínicos a través del perfil de impurezas e isótopos presentes [116].  
En esta Tesis Doctoral, se han empleado  técnicas de reconocimiento de pautas (HCA, PCA) para la selección de los conjuntos de calibración y validación de los modelos PLS construidos,  para la caracterización de lotes o partidas en las muestras, su clasificación en muestras de dosis y a granel [1], y para comprobar la idoneidad de los modelos construidos para su empleo en muestras problema. 
La selección de los conjuntos de calibración y de validación se ha realizado de manera diferente en cada uno de los estudios o aplicaciones planteadas a lo largo de la presente Tesis Doctoral. A continuación se pasa a describir cada una de ellas. 
Para la determinación de cocaína en muestras sólidas por medida directa DR-NIR en viales de vidrio los espectros obtenidos se clasifican mediante un análisis cluster (HCA) que permite hacer una separación entre muestras a granel y muestras de dosis, que a su vez se diferencian en distintos clusters. Para la selección de las muestras del conjunto de calibración se siguieron las siguientes reglas [117]: 
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• En el conjunto de calibración se deben incluir muestras de todos los clusters obtenidos. 
• El número de muestras de cada cluster incluidas en el conjunto de calibración debe ser de al menos 1 o la raíz cuadrada del total de las contenidas en cada grupo. 
• El resto de muestras que no se han usado para la calibración, se deberán incluir en el conjunto de validación. 
Adicionalmente, para asegurar que se había obtenido un conjunto de calibración adecuadamente representativo del total de las muestras, se aplicó un PCA y se observó la distribución de las muestras a partir de la representación gráfica de los scores.  
Para la determinación de cocaína y sus adulterantes en muestras sólidas por medida directa ATR-MIR se asignaron las muestras al conjunto de calibración o validación teniendo en cuenta el adulterante presente, de modo que fueran representativas del total. Para verificar la correcta asignación de las muestras nos servimos también de un PCA. 
En cuanto a la determinación de cocaína y sus adulterantes por medida directa DR-NIR al igual que en el caso anterior, las muestras se asignaron al conjunto de calibración o de validación en función del adulterante presente. Para la confirmación de una correcta asignación de las muestras nos hemos valido también de un PCA, comprobando que se produce una distribución homogénea de las mismas. 
En lo referente a la determinación de cocaína en tejidos impregnados por medida directa con sonda DR-NIR y por ATR-MIR, la distribución de las muestras en los conjuntos de calibración y validación se realizó en este caso de manera que aproximadamente la mitad de los espectros correspondientes a las medidas tomadas en los diferentes puntos de los soportes impregnados 
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quedasen en el conjunto de calibración y la otra mitad en el de test,  procurando que el número de espectros empleados de cada soporte impregnado fuera similar. Una vez hecho esto, la asignación de cada espectro se realizó de manera aleatoria después de aplicar un PCA. 
Para la determinación de cocaína en disolución en el conjunto de calibración se introdujeron únicamente patrones de cocaína preparados en agua y blancos de agua. En el conjunto de validación se emplearon muestras reales que resultaban representativas del total del conjunto, por lo que para su selección se empleó un HCA. 
En la determinación de cocaína en muestras con apariencia de café, adicionalmente se construyó un modelo PLS específico. Para la calibración se emplearon mezclas preparadas a partir de una muestra de cocaína y café molido de tueste natural a diferentes concentraciones, así como patrón de cocaína clorhidrato. La muestra de cocaína que se utiliza es una de cocaína clorhidrato de elevada pureza, que en el análisis cualitativo el sistema la considera como pura. Para la validación del modelo se consideraron muestras reales y mezclas preparadas a partir de muestras de cocaína y café molido. 
3.6.1 Evaluación de los modelos construidos 
En cuanto a la evaluación de los modelos PLS que se han construido, la calidad de la calibración se evaluó a partir de la raíz cuadrada del error de estimación al cuadrado (RMSEE) de los valores reales (v) frente a los valores predichos (¬|®) durante el proceso de calibración del modelo que  se calculó mediante la siguiente expresión: 
RMSEE= ∑ (o¯°)±¯°  ¬|®   (Ecuación 14)  
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Siendo ¬|®  el número de los patrones/muestras considerados para la calibración. 
La bondad del ajuste se evaluó mediante el coeficiente de determinación (R2) de los valores predichos por el modelo frente a los valores verdaderos.  
Por su parte, la capacidad predictiva del modelo desarrollado cuando se aplica al conjunto de calibración se evaluó mediante la raíz cuadrada del error de validación cruzada (RMSECV), de manera que un modelo con menor RMSECV poseerá mayor capacidad predictiva para las muestras de calibración.  
Para validar el modelo PLS se usó un segundo conjunto independiente externo, de muestras no utilizadas en la calibración, y se determinó la capacidad predictiva del modelo sobre este conjunto de muestras calculando el error en la predicción de los resultados de las mismas. Para evaluarla, se empleó la raíz cuadrada del error de predicción al cuadrado (RMSEP). Además, como estimación de la bondad del modelo PLS también se empleó el cociente entre la desviación estándar de las muestras del conjunto predicción y el error estándar de predicción (SEP), que se denomina RPD. 
j² = ³´³iµ    (Ecuación 15) 
Como resulta evidente, la capacidad predictiva del modelo para el conjunto de muestras de validación será mayor cuanto menor sea el valor de RMSEP. En cuanto al sentido de los valores de RPD, Chang et al establecieron una serie de intervalos para determinar la fiabilidad de los modelos PLS en función del mismo, estableciendo un umbral de RPD de 2.0 para considerar un buen modelo [118]. Sin embargo, otros autores, como Williams y Fearn, únicamente hablan de una buena capacidad predictiva para valores de RPD superiores a 5.0. 
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Aunque el RPD es muy utilizado para comparar la bondad de las calibraciones PLS, algunos autores consideran que la diferenciación de la calidad de los modelos en función de su valor de RPD es muy arbitraria, debido sobre todo a la falta de unanimidad para establecer la escala de valores de RPD. Por esta razón, autores  como Bellon-Maurel et al proponen utilizar otro tipo de estadísticos, como es el caso de estadísticos basado en cuartiles [119,120]. A pesar de toda esta controversia, en esta Tesis se ha considerado adecuado tener en cuenta los valores de RPD como indicador de la capacidad predictiva de los modelos PLS construidos. 
3.6.2 Comparación de los modelos PLS obtenidos con los métodos de referencia 
Para comparar los modelos PLS establecidos con un método de referencia se analiza un tercer grupo de muestras (diferentes a las del set de calibración y el de validación), por ambos procedimientos y se aplica un test t de comparación de medias o un test t para datos emparejados, según proceda.  
• Test t de comparación de medias cuando las desviaciones estándar son comparables 
Para decidir si las varianzas correspondientes a dos situaciones distintas de poblaciones normales son significativamente diferentes se emplea el criterio F de Snedecor, que se calcula como la razón entre los cuadrados de las desviaciones estándar de los valores que se comparan siendo F ≥1:  
¬|® = ¶¶ ; siendo  Snq ≥Sqq(Ecuación 16) 
El valor de ¬|®  se compara con el valor tabulado para un cierto nivel de confianza, generalmente 95 %, para n1-1 y n2-2 grados de libertad del numerador y denominador, respectivamente. Siendo ni el número de muestras de cada serie. 
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 Si el valor de ¬|®  es menor que el valor tabulado se puede afirmar que no existen diferencias estadísticamente significativas entre las varianzas. Si se quiere conocer si un método A es más preciso que un método B, se utilizará un ensayo de una cola. Si se quiere saber si ambos métodos tienen precisiones comparables se utiliza un ensayo de dos colas [80]. 
Para la comparación de las medias experimentales se toma como hipótesis nula que los dos métodos proporcionan el mismo resultado y que, por tanto, las diferencias entre ambas medias no difieren estadísticamente de cero. Si ambas muestras poseen desviaciones estándar que no son significativamente diferentes, se puede aplicar una estimación conjunta de la desviación estándar s a partir de s1 y s2. Para calcular la hipótesis nula se calcula el estadístico t mediante la siguiente expresión.   
a¬|® =  |¸¹¹¹¹|o|¸¹¹¹¹|º´» = |n¹¹¹| − |q¹¹¹| t t(t ¼toq)(t ¼t)½(ton)º ¨(ton)º ¾  (Ecuación 17) 
El valor de a¬|®  se compara con el valor tabulado a¿|© para (n1+n2-2) grados de libertad y un determinado nivel de confianza. Si a¬|®  es menor a a¿|© , la diferencia entre las medias no difiere estadísticamente de cero y por tanto los valores obtenidos por ambos métodos de análisis son estadísticamente comparables para el nivel de confianza establecido. 
• Test t de comparación de medias cuando las desviaciones estándar no son comparables 
Para comparar dos medias experimentales cuando las desviaciones estándar difieren estadísticamente entre sí, se calcula el valor de a¬|®  a partir de la  siguiente expresión: 
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a¬|® = À¹oÀ¹ÁÂ ¨ÁÂ     (Ecuación 18) 
Para el cálculo de los grados de libertad se utiliza la ecuación siguiente: 
 = ÃÁ

Â¨Á

ÂÄ
Â¼ÃÁ

Â Ä
¨ Â¼ÃÁ

±Ä
 − 2  (Ecuación 19) 
Si el valor de a¬|®  es menor que el tabulado para el número de grados de libertad calculado y el nivel de confianza establecido, se considera que no existen diferencias estadísticamente significativas entre ambos valores y que son, por tanto, estadísticamente comparables. 
• Test t para datos emparejados 
En este caso se comparan parejas de valores para muestras analizadas mediante ambos procedimientos (modelo PLS y método de referencia). Se trata de comprobar si las diferencias entre los valores son estadísticamente significativas. Para probar la hipótesis nula se prueba si la media de la 
diferencia de los pares de valores h̅, difiere significativamente de cero utilizando el estadístico t, que se calcula como: 
t= h̅√Ç/È«    (Ecuación 20) 
donde Ç es igual al número de resultados emparejados, y È« es la desviación estándar de las diferencias entre los pares de valores.  
Comparamos el valor obtenido a¬|®  con el valor tabulado para un nivel de confianza dado y n-1 grados de libertad, de modo que si el valor calculado es 
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menor que el tabulado los valores obtenidos por ambos métodos no presentan diferencias estadísticamente significativas [80]. 
Los criterios para emplear uno u otro test están en función de los datos de referencia de los que se disponen.  
El test t de comparación de medias se usó cuando: 
• Se disponía de varias medidas de un mismo lote o partida, como por ejemplo en el caso de la cocaína compactada (ladrillos de cocaína). 
• Se disponía de varias medidas para una misma muestra tanto por el método de prueba como por el de referencia. 
El test para datos emparejados se usó cuando: 
• Se compararon muestras de diferentes lotes o partidas.  
• Sólo se dispuso de una medida como valor de referencia para realizar la 
comparación. 
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4 Resultados y discusión 
En esta sección de la Tesis Doctoral se resumen los métodos puestos a punto para la determinación de cocaína en muestras decomisadas de diferente naturaleza. 
4.1 Determinación de cocaína en muestras sólidas por medida directa DR-NIR en viales de vidrio 
Este trabajo se publicó en la revista Forensic Science International bajo el título: A green method for the determination of cocaine in illicit samples [1]. 
4.1.1 Espectros NIR obtenidos 
En la Figura 45 se indican los espectros de un estándar de cocaína clorhidrato y  compuestos relacionados con ésta como son la ecgonina, benzoilecgonina y ecgonina metiléster. Dichos compuestos presentan espectros NIR similares a la cocaína aunque con bandas características que permiten diferenciarlos entre sí. 
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Figura 45. Espectros NIR de la cocaína y diferentes compuestos relacionados. 
Las bandas que aparecen en el espectro se deben a sobretonos y a bandas de combinación y normalmente no pueden interpretarse por asignación directa [121]. Sin embargo, es posible identificar las bandas correspondientes a los grupos funcionales de la molécula en los compuestos puros. En la Tabla 16 se indica la asignación de las bandas del espectro NIR de la cocaína y como puede comprobarse, las bandas más intensas que aparecen a 4065 cm-1 y a 4450 cm-1 corresponderían a la banda de combinación de los estiramientos C-H y C-C en el primer caso y a la combinación del estiramiento N-H y la deformación del grupo -NH3+ en el segundo, mientras que la banda que aparece sobre 5934 cm-1 correspondería al primer sobretono del estiramiento C-H. 
 
 
 
  
 
 
 
Número de ondas (cm
-1
)
 
A 
B C D 
A. Patrón de cocaína clorhidrato B. Benzoylecgonina C. Ecgoninametiléster D. Ecgonina 
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Tabla 16. Asignación de las principales bandas del espectro NIR de cocaína. 
cm-1 nm Vibración Estructura 
8752 1143 Segundo sobretono de estiramiento C-H Aromática 8647 1156 Segundo sobretono de estiramiento C-H -CH3 8518 1174 Segundo sobretono de estiramiento C-H -CH=CH- 7350 1361 C-H estiramiento + deformación C-H -CH3 7212 1387 C-H estiramiento + deformación C-H -CH2- 5934 1685 Primer sobretono de estiramiento C-H Aromático 5868 1704 Primer sobretono de estiramiento C-H -CH3 5791 1727 Primer sobretono de estiramiento C-H -CH2- 5129 1950 Segundo sobretono de estiramiento C=O -CO2R 4753 2104 Combinación C-H  4673 2140 Estiramiento =C-H + estiramiento C=C  -CH=CH- 4613 2168 Estiramiento asimétrico C-H + combinación de la deformación C-H  4553 2196 Estiramiento asimétrico CH2 + estiramiento C=  -CH=CH- 4450 2247 Estiramiento N-H + deformación del grupo -NH3+  4396 2275 Estiramiento C-H + deformación del grupo CH2 -CH3 4327 2311 Estiramientos C-H + deformación del grupo C-H -CH2- 4192 2385 Combinación de estiramientos C-H y C-C    4065 2460 Combinación C-H o sobretono de estiramiento simétrico C-N-C  Estiramientos C-H + combinación de estiramientos C-C 
 
 
En las Figuras 46 y 47 se presentan los espectros de una serie de muestras de cocaína a granel y de dosis con diferentes sustancias de corte. Como se puede observar las principales bandas se encuentran entre 4000-4700 cm-1 con bandas adicionales sobre 6000 cm-1. Cuando la cocaína está mezclada con adulterantes, a pesar del solapamiento de bandas que se produce en algunas zonas del espectro, por comparación con el patrón de cocaína se continúa diferenciando gran parte de las bandas características que se observan para el patrón. 
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Figura 46. Espectros DR-NIR de diferentes muestras decomisadas de cocaína a granel. 
 
 
Figura 47. Espectros DR-NIR de muestras de dosis de cocaína que contienen diferentes sustancias de corte. 
 
Muestras de cocaína a granel 
Número de ondas (cm-1) 
Dosis de cocaína 
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En la Figura 48 se presentan los espectros de algunas de las sustancias adulterantes más comunes encontradas en las muestras de dosis incautadas durante el periodo 2009-2010. Como puede verse, presentan bandas de absorción en las mismas regiones que la cocaína, lo que supone  la existencia de solapamientos espectrales que dificultarán la medida directa mediante calibración monovariante, pero también ofrecen información complementaria de tipo cualitativo sobre el proceso de corte y comercialización. 
  
Figura 48. Espectros DR-NIR de los principales adulterantes presentes en las muestras de dosis de cocaína. 
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4.1.2 Análisis cluster de los espectros (HCA) 
Un análisis exploratorio de los espectros correspondientes a todas las muestras consideradas en este estudio mediante un análisis cluster (HCA) permite establecer similitudes y diferencias entre las muestras. En este caso se utilizó el algoritmo de Ward y se consideró la distancia Euclídea tras seleccionar un intervalo de frecuencias y un determinado tratamiento previo de los espectros. Se seleccionaron intervalos espectrales de 6227-5899 y 5396-4833 cm-1, que son las regiones del espectro NIR en las que aparecen las principales bandas de la cocaína. Como tratamiento previo se realizó una normalización vectorial. Como resultado se obtuvo el dendrograma  de la Figura 49, en el que se observa que inicialmente se dividen las muestras en dos grupos que corresponden a las muestras a granel y a las dosis de cocaína, respectivamente. Esta separación pone de manifiesto las evidentes diferencias entre los espectros de ambos tipos de muestras y que este hecho debe ser considerado a la hora de establecer modelos de calibración que pretendan ser representativos y tener una elevada capacidad predictiva. En ese sentido la clasificación y los grupos observados se emplearon para la elección de los espectros a utilizar en la modelización posterior. 
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Figura 49. Dendrograma de los espectros DR-NIR de las muestras objeto de estudio. A. dendrograma completo. B. Detalle del dendrograma que evidencia la separación de los dos grupos de cocaína a granel y dosis. Condiciones: algoritmo de Ward considerando la distancia Euclídea y empleando la normalización vectorial de los datos espectrales correspondientes a las regiones de 6227-5899 y 5396-4833 cm-1. 
4.1.3 Construcción y evaluación de los modelos PLS-DR-NIR 
Teniendo en cuenta las premisas anteriores, se construyeron diferentes modelos de regresión PLS para la determinación de cocaína, a saber: 
• Un modelo que incluye todas las muestras (Modelo general) 
• Otro con las muestras de cocaína a granel (Modelo granel) 
• Un tercer modelo en el que se consideran sólo las dosis de cocaína (Modelo dosis) 
Las muestras se asignaron al conjunto de calibración y validación teniendo en cuenta los criterios ya mencionados. Para el conjunto de calibración se seleccionó un número de muestras igual a la raíz cuadrada del número de 
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muestras de cada cluster  y el resto de muestras se incluyeron en el conjunto de validación. Para los modelos General, Granel y Dosis se consideraron 15, 15 y 10 categorías respectivamente. 
En la Tabla 17 se recogen los estadísticos correspondientes a los diferentes conjuntos generados para cada una de las estrategias de modelización propuestas. En todo momento se ha tratado que la composición promedio de las muestras incluidas en los conjuntos de calibración y de validación fuera lo más parecida posible. 
Tabla 17. Estadísticos correspondientes a los conjuntos de calibración y validación seleccionados para los diferentes modelos PLS generados. 
 Calibración Validación 
Modelo Número de muestras 
Riqueza (cocaína base % p/p) Número de muestras 
Riqueza (cocaína base % p/p) 
  Min-max Media ± s  Min-max Media ± s 
General 34 11.38-86.44 56.5±20.4 44 17.53-85.60 65.0±15.6 Granel 28 52.09-86.40 72.0±8.90 26 55.23-80.68 71.0±5.6 Dosis 14 17.50-52.10 37.1±12.2 10 23.50-65.63 39.9±16.5 
Para comprobar la correcta asignación de las muestras a cada uno de los conjuntos se realizó un estudio PCA. La detección de los outlayers se llevó a cabo empleando la información obtenida en el PCA. En la Figura 50  se muestran los gráficos de scores del PCA para cada uno de los modelos generados y en ellos se aprecia que los conjuntos de calibración y validación están formados por muestras de composición similar que se encuentran distribuidas por igual.  
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Figura 50. Representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 para los modelos General (A), de muestras a Granel (B) y de muestras de Dosis de cocaína (C). Nota:  muestras de calibración, 
 muestras de validación. 
Tal como se ha indicado, se construyeron los tres modelos PLS, estudiando las regiones espectrales, de manera que se seleccionaron aquellas donde aparecen las bandas de cocaína y se probaron combinaciones con otras regiones. Se probaron diferentes tipos de pre-tratamiento de los datos espectrales, 
A 
B 
C 
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previamente centrados en la media, que proporcionaran los mejores resultados mediante una validación cruzada, seleccionando como número de factores aquel que proporcionara un menor valor del RMSECV. Trabajando sobre las regiones espectrales seleccionadas en la validación cruzada y probando con diferentes pre-tratamientos, se volvió a optimizar el método de manera que se obtuviera la mayor capacidad predictiva, es decir el menor RMSEP, para las muestras incluidas en el conjunto de validación. El número final de factores elegido es el que proporcionó el menor valor de RMSEP. Las características y los estadísticos de los modelos seleccionados se incluyen en el Tabla 18, en la que además de los errores de calibración, validación cruzada y predicción, se indican los valores de RPD para la predicción. 
Tabla 18. Características de los tres modelos de calibración PLS finalmente seleccionados. 
Parámetro Modelo General Modelo Granel Modelo Dosis 
Modo de medida DR-NIR (medida directa en vial) DR-NIR (medida directa en vial) DR-NIR (medida directa en vial) Muestras consideradas Todas Cocaína compactada (concentración > 50 % (p/p)) 
Muestras adulteradas 
Regiones espectrales (cm-1) 12500.7-10128.6 9339.8-6967.7 5388.3-4597.6 
10981.1-7482.7 6784.5-5382.5 4684.4-3984.3 
6101.8-5450.0 
Pre-procesado Primera derivada + Normalización vectorial 
Primera derivada + Normalización vectorial 
Normalización vectorial 
Factores 8 6 7 RMSEC (% p/p) 2.52 2.17 1.45 RMSECV(% p/p) 3.52 2.96 1.54 RMSEP (% p/p) 4.02 3.52 3.12 RPD 3.92 1.59 5.36 
Los resultados obtenidos para las muestras del conjunto de validación se indican en la Tabla 19, en la que se comparan con los obtenidos por el método de referencia cromatográfico. 
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Tabla 19. Determinación PLS-NIR de cocaína con los tres modelos de calibración considerados. 
Muestra Modelo/s utilizado/s Valor de referencia cocaína (%p/p) cocaína (% p/p)referencia Contenido de cocaína (% p/p) General Granel Dosis 
      1 DOSIS 11.38   13.75±0.07 2 GENERAL 17.53 18.6±0.5   3 DOSIS 23.50   20.3±0.1 4 GENERAL-DOSIS 29.58 28.2±0.04  28.0±0.1 5 GENERAL 32.35 28.6±0.5   6 GENERAL-DOSIS 33.32 32.2±0.4  34.45±0.03 7 GENERAL 34.36 34.8±0.9   8 DOSIS 36.53   29.59±0.03 9 DOSIS 37.09   38.96±0.08 10 GENERAL-DOSIS 48.42 48.3±0.9  48.6±0.3 11 GENERAL 49.50 44.4±0.6   12 GENERAL-DOSIS 50.64 53.7±0.4  50.53±0.06 13 GENERAL 52.09 59.5±0.3   14 GENERAL 53.42 61.6±0.4   15 GENERAL-GRANEL 55.23 65.4±0.5 60.4±0.8  16 GRANEL 62.99  67.7±0.1  17 GENERAL-GRANEL 63.86 66.6±0.8 66.9±0.6  18 GENERAL 64.23 61.6±0.7   19 DOSIS 64.40   68.1±0.2 20 GENERAL 65.28 66.8±0.4   21 GRANEL 65.46  64.6±0.7  22 GENERAL-DOSIS 65.63 59.8±0.8  62.1±0.1 23 GENERAL 65.72 68.9±0.5   24 GENERAL-GRANEL 65.73 63.7±0.5 62.1±0.4  25 GRANEL 66.83  60.7±1.1  26 GENERAL 67.20 71.7±0.8   27 GRANEL 68.23  75.4±0.9  28 GENERAL-GRANEL 68.25 72.3±0.2 71.5±0.8  29 GRANEL 68.87  68.2±0.7  30 GENERAL-GRANEL 69.79 72.0±1.2 71.8±0.3  31 GENERAL 70.24 68.8±1.4   32 GENERAL-GRANEL 70.31 68.5±0.6 67.5±0.8  33 GENERAL 70.41 69.4±0.5   34 GRANEL 70.55  67.1±0.5  35 GENERAL-GRANEL 71.16 71.6±0.5 72.7±1.0  36 GENERAL-GRANEL 71.18 68.1±1.1 71.0±0.4  37 GENERAL-GRANEL 71.18 71.0±0.5 70.4±0.7  38 GENERAL-GRANEL 72.04 70.5±0.4 72.2±0.7  39 GRANEL 72.55  67.6±1.0  40 GENERAL 72.62 71.2±0.7   41 GENERAL-GRANEL 72.88 73.5±0.5 76.7±0.6  42 GENERAL-GRANEL 73.15 69.0±0.6 71.5±2.4  43 GRANEL 74.21  76.0±1.2  44 GENERAL 74.32 74.6±0.7   45 GENERAL 75.22 77.2±0.6   46 GENERAL 75.29 73.6±0.3   47 GENERAL-GRANEL 75.49 78.3±0.4 79.7±0.6  48 GRANEL 76.00  77.9±0.4  49 GENERAL 76.88 79.6±0.9   50 GENERAL 76.95 76.2±0.7   51 GENERAL 77.07 71.8±0.6   52 GRANEL 77.60  71.1±0.8  53 GENERAL 77.66 77.0±0.2   54 GENERAL-GRANEL 78.28 79.7±0.6 78.1±1.9  55 GENERAL 79.32 78.1±0.8   56 GENERAL-GRANEL 80.52 78.9±0.2 82.0±0.4  57 GENERAL 80.53 79.8±1.0   58 GENERAL-GRANEL 80.68 78.5±0.9 81.7±0.8  59 GENERAL 85.60 78.9±0.5   
Nota: Valor promedio para tres medidas acompañado de la desviación estándar. 
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Para cada muestra se ha indicado el modelo de calibración empleado y el resultado obtenido que corresponde al valor promedio de tres medidas (espectros) con su correspondiente desviación estándar. Como se puede observar la mayor precisión se obtuvo para los valores predichos con el Modelo Dosis, con un coeficiente de variación por debajo del 1 %. Le sigue el Modelo para las muestras a Granel con una precisión por debajo del 2 % y, por último, el Modelo General con valores que llegan al 3 % para las muestras con menores contenidos de cocaína. Por tanto se observa que al construir modelos separados para muestras diferentes, se mejora la capacidad predictiva del método y  también mejora la precisión de los resultados obtenidos.  
Respecto a la capacidad del método para determinar bajas concentraciones de cocaína, se ha hecho una estimación del límite de cuantificación (LOQ) a partir de la desviación estándar de la predicción de las muestras con menor cantidad de cocaína incluidas en el conjunto de validación. Considerando el criterio LOQ= 10È, siendo È la desviación estándar, se ha estimado un valor de 5 %, 8 % y 0.7 % (p/p) de cocaína base para el Modelo General, el correspondiente a las muestras a granel y el de las de dosis, respectivamente. 
4.1.4  Validación del modelo PLS-DR-NIR 
Para evaluar la capacidad predictiva de los modelos en términos de exactitud y precisión en la determinación de cocaína en muestras decomisadas, se analizaron por el método de referencia CG-FID y por PLS-DR-NIR un conjunto de 11 muestras de cocaína a granel, diferentes de las consideradas en el conjunto de calibración y en el de validación. Además, con objeto de determinar si el muestreo de las pastillas de cocaína compactada fue adecuado y cómo puede influir en los resultados obtenidos se determinó el grado de homogeneidad de una pastilla de cocaína compactada de 1 kg realizando un muestreo en 10 puntos diferentes de la misma, tomando medidas de porciones de la pastilla en superficie, en la parte interior y por el contorno de la misma.  
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
Resultados y discusión 119 
 
Se obtuvo el HCA de los espectros para comprobar si existen diferencias en los mismos que permitan clasificar de forma adecuada las muestras como granel o dosis de cocaína. En la Figura 51 puede verse el dendrograma con las muestras problema señaladas y en él se puede apreciar que todas las sub-muestras del kilogramo de cocaína quedan clasificadas en el conjunto de las muestras a granel y por tanto, el modelo que debe proporcionar mejores resultados para la cuantificación de la cocaína es el construido para las muestras a granel. Las muestras se analizaron también por el Modelo General pero no proporcionaron resultados comparables a los del método de referencia. 
 
Figura 51. Dendrograma de las muestras de cocaína consideradas en la validación, con indicación de las que correspondiente a  las sub-muestras tomadas de la pastilla de kilogramo de cocaína. Condiciones: algoritmo de Ward considerando la distancia Euclídea y empleando la normalización vectorial de los datos espectrales correspondientes a las regiones de 6227-5899 y 5396-4833 cm-1. 
Muestras problema 1-11 
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La Tabla 20 resume los resultados obtenidos para las nuevas muestras comparándolos con los obtenidos por el método de referencia. 
Tabla 20. Resultados obtenidos para la validación del método PLS-DR-NIR empleando un nuevo conjunto de muestras y el Modelo Granel. 
Muestras % (p/p) cocaína base  
 Valor de referencia Método PLS-DR-NIR propuesto  
 GC-MS Modelo Granel Diferencia 
1 83.15 83.10 -0.05 2 82.86 81.74 -1.12 3 83.70 84.22 0.52 4 80.00 79.55 -0.45 5 84.18 83.27 -0.91 6 82.02 81.36 -0.66 7 77.99 77.95 -0.04 8 82.84 82.65 -0.19 9 82.94 83.27 0.33 10 82.94 82.98 0.04 11 82.65 82.52 -0.13   Media d ± s -0.24 ±0. 50   ÊËÌÍ  1.59   ÊÊÌÎ  2.23 Sub-muestras    
12-1 61.71 61.95  12-2 56.15 58.18  12-3 58.60 55.60  12-4 59.90 61.33  12-5 59.50 58.66  12-6 59.83 58.13  12-7 60.66 59.20  12-8 62.35 58.19  12-9 60.22 58.78  12-10 61.33 56.39  
Media ± s 60.0±1.8 58.6±1.9   ÊËÌÍ  1.69   ÊÊÌÎ  2.10  
En el caso de las once muestras de cocaína a granel, si se aplica un test t para datos emparejados, se ve que los resultados obtenidos por ambos métodos no presentan diferencias estadísticamente significativas. 
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En el caso de las muestras de diferentes puntos de la misma pastilla compactada de 1 kg, como se puede observar, los valores de desviación estándar obtenidos son comparables, lo que indica que ambos modelos tienen una precisión similar, siendo además la exactitud para los dos métodos estadísticamente comparable para un nivel de confianza del 95%.  
En cuanto a la homogeneidad de la pastilla compactada, se ve que los valores obtenidos en los diferentes puntos de medida presentan entre sí un coeficiente de variación del 3%, tanto para el método GC-FID como para el modelo PLS-DR-NIR. Esto indica que la técnica PLS-DR-NIR puede utilizarse como una herramienta para estimar la homogeneidad de las muestras y que la pastilla puede considerarse homogénea en cuanto a su contenido de cocaína; Por tanto, no sería necesario tomar medidas en todos los puntos de la pastilla, siendo suficiente el muestreo en un par de puntos, ya que la desviación estándar correspondiente a la muestra es del orden de la precisión de las técnicas utilizadas.  
En resumen, los resultados obtenidos muestran que el modelo PLS-DR-NIR proporciona un método sostenible, rápido, exacto y no destructivo para la determinación de cocaína en materiales incautados. 
El uso del análisis cluster (HCA) basado en el espectro NIR constituye una herramienta para la correcta selección de los conjuntos de calibración y validación de los modelos y podría ser útil para clasificar las muestras incautadas en función de su naturaleza de acuerdo a su espectro NIR y seleccionar el modelo más apropiado para determinar su contenido en cocaína. 
El modelo PLS-DR-NIR comparado con el método de referencia proporciona resultados con una adecuada exactitud y precisión y ventajas añadidas, como son que no requiere del uso de disolventes ni de productos químicos, la preparación de la muestra es mínima y que se basa en medidas rápidas y no 
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destructivas. La metodología propuesta podría utilizarse en el análisis in situ utilizando para ello equipos portátiles y permitiría obtener evidencias científicas de las muestras sin recurrir a su destrucción, evitando así riesgos para el operador y el medio ambiente. 
Para mejorar la capacidad predictiva de los modelos PLS-DR-NIR sería necesario evaluar el efecto de la naturaleza y concentración de los diferentes adulterantes que acompañan a las muestras de cocaína. En la siguiente sección se presenta un estudio empleando otra variante de la espectroscopia infrarroja, sobre los adulterantes que pueden encontrarse en las muestras de cocaína incautadas y que constituyen la base de este nuevo trabajo.  
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4.2 Determinación de cocaína y sus adulterantes por ATR-MIR 
En esta sección se resumen dos estudios realizados sobre muestras de cocaína en polvo incautadas. En ambos estudios se empleó la técnica ATR-MIR; en el primero para desarrollar un método cualitativo para la confirmación de adulterantes en las muestras y en el segundo para determinar el porcentaje de cocaína en las mismas. 
4.2.1 Presencia de adulterantes en muestras de cocaína decomisadas en Valencia 
Para conocer la realidad del problema de las sustancias adulterantes en la comercialización de cocaína se realizó un estudio por GC-MS sobre un total de 568 muestras de dosis y 100 muestras de cocaína a granel. Las muestras fueron incautadas durante 2015-2016 en las provincias de Valencia y Castellón. Con objeto de establecer los adulterantes más comunes para este conjunto de muestras de cocaína se obtuvieron los cromatogramas de las muestras disueltas en etanol y se compararon los espectros de masas de los picos encontrados con diferentes bibliotecas de espectros. A continuación, a modo de ejemplo se presenta el cromatograma de una muestra de dosis en la que se ha detectó la presencia de tres sustancias adulterantes: cafeína, levamisol y tetracaína (Figura 52).  
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Figura 52. Cromatogramas de una muestra de dosis de cocaína en la que se detecta la presencia de sustancias adulterantes. 
Los espectros de masas de los picos cromatográficos se compararon con los de las referencias de las bases de datos  utilizadas (Wiley, Tox 3 y SWGDRUG), ya descritas en la Parte Experimental, por lo que se estableció una correcta identificación de los mismos. En la Figura 53 se indican, a modo de ejemplo, la comparación de los espectros de masas en los casos de la identificación de cafeína (Figura 53 A) y  tetracaína (Figura 53 B) en las muestras adulteradas. 
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Figura 53. Comparación de los espectros de masas obtenidos para la muestra problema con los de la base de datos. A. Sustancia identificada como cafeína. B. Sustancia identificada como tetracaína.  
B 
A Muestra problema 
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Un estudio detallado de los resultados obtenidos para estas muestras pone de manifiesto que en el caso de las 100 muestras de cocaína a granel se detectó levamisol en un 80 % de las mismas, en un 12 % se confirma la presencia de fenacetina y el 8 % restante, aparentemente, no contenía sustancias adulterantes. Estos resultados son compatibles con los encontrados en la bibliografía, que estiman que en la actualidad el 70 % de toda la cocaína a nivel mundial presenta como adulterante el levamisol [15]. 
En las 568 muestras de dosis de cocaína se detectó la presencia, bien en forma individual o combinada, de hasta diez adulterantes distintos, siendo los mayoritarios el levamisol, la cafeína y la fenacetina, que se detectaron en un  73, 35 y 31 % de las muestras, respectivamente. Con porcentajes de presencia ligeramente superiores al 10 % se encontró tetracaína, lidocaína y procaína, mientras que el piracetam, el paracetamol, el ibuprofeno y la benzocaína ya se encontraron en un porcentaje mucho menor de las muestras. En la Tabla 21 se detallan los resultados obtenidos para el análisis cualitativo por GC-MS del conjunto de las muestras de dosis consideradas en este estudio. 
Tabla 21. Presencia de los adulterantes detectados en el estudio de 568 muestras de dosis de cocaína incautadas durante los años 2015 y 2016. 
Adulterante detectado Porcentaje (%) 
1 Levamisol 73 % 2 Cafeína 35 % 3 Fenacetina 31 % 4 Tetracaína 13 % 5 Lidocaína 12 % 6 Procaína 11 % 7 Piracetam 3.0 % 8 Paracetamol 2.0 % 9 Ibuprofeno 1.0 % 10 Benzocaína 0.3 %  
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Si se clasifican los adulterantes encontrados en función de su actividad farmacológica se puede hablar de cuatro anestésicos locales (tetracaína, lidocaína, procaína y benzocaína), tres analgésicos (fenacetina, paracetamol e ibuprofeno), un estimulante del sistema nervioso (cafeína), un vasodilatador periférico (piracetam) y un antihelmíntico (levamisol). 
Cabe destacar que el porcentaje de muestras en las que se detectó la presencia de levamisol es muy superior a aquellas donde se detectó cafeína y fenacetina. Esto podría deberse a que la cocaína a granel, procedente del tráfico internacional, y a partir de la cual se elaboran las dosis, ya viene adulterada, en un 80% de los casos analizados, con levamisol y esto justificaría su presencia en las dosis. Los adulterantes con menor presencia son piracetam, paracetamol, ibuprofeno y benzocaína, de manera que se puede considerar su uso como anecdótico y no significativo de lo que supone el proceso habitual de manipulación y corte esta droga para su comercialización. 
De los resultados de este estudio se ha podido comprobar que la mayor parte de las muestras de dosis adulteradas (43 %) presentan un único adulterante, a continuación y de forma decreciente siguen las muestras en las que están presentes dos, tres, cuatro y cinco adulterantes. Es de destacar que, tal como se indica en la Tabla 22 en un 13 % de las muestras no se ha detectado la presencia de estos adulterantes. 
Tabla 22. Distribución de los adulterantes encontrados en las 568 muestras de dosis de cocaína. 
Nº de adulterantes  Porcentaje (%) 
  0 13 % 1 43 % 2 19 % 3 16 % 4 9 % 5 1 % 
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De las muestras de dosis de cocaína en las que se detectó un solo adulterante (43 %) el 86 % de las mismas corresponde a la presencia de levamisol, el 11 % contienen fenacetina, seguida de cafeína con un 2 % y paracetamol que tan solo representa del orden de un 1 %.  
De las muestras en las que se detectó la presencia de dos adulterantes (19 %), se encontraron 11 combinaciones. Las más frecuentes fueron, en primer lugar, las mezclas binarias que incluyen levamisol, cafeína y fenacetina, seguidas por la combinación de uno de estos tres adulterantes con un anestésico local (procaína, tetracaína o lidocaína). En la Tabla 23 se puede ver el porcentaje para cada una de las once combinaciones de dos adulterantes encontradas. Como se puede observar el levamisol aparece en seis de ellas, siendo el adulterante mayoritario.  
Tabla 23. Distribución de la presencia de adulterantes en las muestras de dosis para cada una de las combinaciones de dos adulterantes. 
Combinación Adulterantes Porcentaje (%) 
1 Cafeína/Levamisol 26 2 Fenacetina/Levamisol 19 3 Cafeína/ Fenacetina/ 14 4 Levamisol/Procaína 11 5 Levamisol/Lidocaína 9 6 Cafeína/Lidocaína 8 7 Cafeína/Procaína 4 8 Levamisol/Tetracaína 4 9 Fenacetina/Procaína 2 10 Cafeína/Tetracaína 2 11 Levamisol/Piracetam 1 
En las muestras en las que se detectó tres adulterantes (16 % del total), se encontraron 14 combinaciones de los mismos. La más frecuente fue levamisol con cafeína y tetracaína, que se ha detectó en un 30 % de las mismas, seguida de levamisol con cafeína y fenacetina en un 15 % y de la mezcla de levamisol, cafeína y lidocaína en un 10 %, lo que indica que el tándem cafeína/levamisol 
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más un tercer componente, es el más habitual en el entorno de Valencia. Otras combinaciones, tal como puede verse en la Tabla 24, aparecen con menor frecuencia. Cabe destacar que la cafeína está presente en once de las catorce combinaciones, siendo el adulterante más prevalente en las mezclas de tres sustancias. El segundo es el levamisol que está presente en ocho de las catorce combinaciones encontradas, seguido de la fenacetina que está presente en seis de las catorce combinaciones.  
Tabla 24. Distribución de las frecuencias de adición de adulterantes en muestras de dosis para cada una de las combinaciones de tres sustancias. 
Combinación Adulterantes Porcentaje (%) 
   1 Cafeína/Levamisol/Tetracaína 30 2 Cafeína/Fenacetina/Levamisol 15 3 Cafeína/Lidocaína/Levamisol 10 4 Cafeína/Fenacetina/Piracetam 8 5 Cafeína/ Levamisol /Procaína 6 6 Cafeína/Fenacetina/Tetracaína 6 7 Cafeína/Levamisol/Piracetam 4 8 Cafeína/Fenacetina/Procaína 2 9 Cafeína/Fenacetina/Lidocaína 2 10 Fenacetina/Levamisol/Procaína 2 11 Cafeína/ Procaína/Tetracaina 2 12 Fenacetina/Lidocaina/Procaina 1 13 Fenacetina/Ibuprofeno/Levamisol 1 14 Benzocaína /Cafeina/Levamisol/ 1 
Las combinaciones de cuatro adulterantes, se han detectado en el 9 % de las muestras de dosis, siendo la combinación que con más frecuencia aparece la constituida por cafeína, levamisol, fenacetina y tetracaína, en el 46 % de las mismas. En la Tabla 25 se puede ver la distribución de las ocho combinaciones encontradas para estas muestras. En las tres combinaciones más frecuentes, que suman un 74% del total, están presentes simultáneamente la cafeína, la fenacetina y el levamisol. Siendo la cafeína el adulterante más frecuente, ya que está presente en siete de las ocho combinaciones.  
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Tabla 25. Porcentaje de muestras en las que están presentes diferentes combinaciones de cuatro adulterantes encontradas en las muestras de dosis en las que se detecta cuatro componentes además de cocaína. 
Combinación Adulterantes Porcentaje(%) 
   1 Cafeína/Fenacetina/Levamisol/Tetracaína 46 2 Cafeína/Fenacetina/Levamisol/Procaína 16 3 Cafeína/Fenacetina/Levamisol/Lidocaína 12 4 Cafeína/Levamisol/Paracetamol/Procaína 8 5 Cafeína/Lidocaína/Paracetamol/Procaína 8 6 Cafeína/Fenacetina/Procaína/Tetracaína 4 7 Fenacetina/Levamisol/Lidocaína/Procaína 4 8 Cafeína/Fenacetina/Lidocaína/Tetracaína 2  
Las combinaciones de cinco adulterantes no se han tenido en cuenta, ya que solo representan el 1 % del total de muestras de dosis estudiadas y, en ese sentido, su presencia se considera como anecdótica.  
4.2.2. Método ATR-MIR para la determinación de cocaína y sus adulterantes más comunes en muestras decomisadas 
4.2.2.1 Espectro  ATR-MIR de la cocaína 
La espectroscopia infrarroja en la región entre 4000 y 400 cm-1 con transformada de Fourier (FT-IR) se utiliza habitualmente en los laboratorios forenses para la identificación de sustancias controladas. En el caso de las aminas terciarias como la cocaína, las bandas características de absorción provienen normalmente del anillo aromático y no necesariamente del grupo funcional amina. 
En la Figura 54 se representan los espectros ATR-MIR de la cocaína base y de la forma clorhidrato. Ambos espectros presentan bandas típicas de importante intensidad en la región de baja frecuencia de 600-900 cm-1, que son el resultado de flexiones fuera de plano de los enlaces aromáticos C-H. Las bandas de 1585 a 1600 cm-1 son el resultado de las vibraciones de esqueleto de 
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los anillos aromáticos que implican la existencia de enlaces C=C conjugados (alternan enlaces individuales y dobles enlaces). En la región de 1400 a 1500 cm-1, se observan otras bandas importantes que son el resultado de vibraciones similares en el anillo aromático. Entre 3000 y 3100 cm-1 aparecen bandas características de estiramiento de los enlaces C-H en moléculas aromáticas. Por su parte, la cocaína en su forma de sal  presenta una banda típica ancha en la región de 2400-2700 cm-1, que es especialmente útil para diferenciar la cocaína clorhidrato (sal) de la base libre, tal como puede apreciarse en la mencionada figura. Además, sobre 1250-1300 cm-1 se observan bandas características de estiramiento de los enlaces C-N en aminas terciarias aromáticas y, aunque estas bandas pueden ser difíciles de aislar de las adyacentes en muchas de las aminas terciarias, normalmente suelen distinguirse bastante bien en el caso de la molécula de cocaína [85]. Por lo que respecta al espectro de la forma clorhidrato (Figura 54 B), que es con la que habitualmente se encuentra en los materiales decomisados, las principales bandas, que aparecen en la región de 1712 a 1728 cm-1, corresponden a vibraciones de estiramiento de los dos grupos carbonilo; a 1265 cm-1, 1230 y 1105 cm-1 aparecen bandas debidas a estiramientos del enlace C-O del grupo acetato; a 1071 cm-1, 1025 y 729 cm-1vibraciones de estiramiento y vibraciones fuera de plano de los enlaces del benceno mono sustituido. Además de las indicadas, se observa una banda característica alrededor de 2535 cm-1 que corresponde a vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H debidos a la formación de la sal de clorhidrato [85]. 
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Figura 53. Espectros ATR-MIR. A. Cocaína base. B. Cocaína clorhidrato. 
Por tanto, la espectroscopia en el infrarrojo medio es una técnica muy interesante para el estudio de muestras que contengan cocaína, no solo con el fin de identificar su presencia y poder realizar una cuantificación de la misma, sino también para estudiar las sustancias de corte que la acompañen, especialmente en el caso de incautación de dosis; y de esta manera obtener un mayor nivel de información acerca de las muestras que permita su correcta caracterización tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo. Por este motivo, en esta sección se resumen los resultados obtenidos en el desarrollo de un método para la identificación de adulterantes presentes en muestras de cocaína a partir de la comparación de los espectros ATR-MIR con los de una base de datos creada a tal efecto, así como la puesta a punto de un método PLS para la determinación cuantitativa de cocaína en muestras decomisadas. 
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La existencia de espectros IR característicos para las sustancias de corte o adulterantes permite llevar a cabo una identificación de las mismas y plantear el análisis cualitativo de muestras que contengan cocaína y alguno de los adulterantes comentados anteriormente. Tal como se ha explicado en la Parte Experimental, para estudiar la posible identificación de los diferentes adulterantes presentes en las muestras se ha establecido una estrategia basada en dos pasos: 1) comparación del espectro problema con una biblioteca de espectros y 2) confirmación de la presencia de los adulterantes mediante la aplicación de un test de conformidad. Este estudio se ha centrado en los seis adulterantes que con más frecuencia se han detectado en las muestras estudiadas. En la Figura 55 puede verse la comparación de los espectros ATR-MIR característicos de estas seis sustancias y de un patrón de cocaína clorhidrato. En dicha figura se aprecia que las bandas de cocaína se solapan con las bandas características de la mayoría de los adulterantes en la región de 600 a1800 cm-1. Es por ello que para la comparación de los espectros se opta por crear una biblioteca utilizando toda la región espectral y no limitarla a la región de la huella dactilar. 
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Figura 55. Espectros ATR-MIR de los seis adulterantes estudiados y depatrón de cocaína clorhidrato. 
Con ayuda del software OPUS 6.5 de Bruker se creó una biblioteca, utilizando como espectros de referencia los correspondientes a muestras de cocaína cortadas con cada una de las combinaciones de adulterantes encontradas, muestras sin adulterar y un patrón de cocaína clorhidrato. La opción búsqueda de espectros (spectrum search) del programa permite comparar espectros desconocidos con los existentes en la biblioteca. En este caso, como ya se ha comentado, la comparación se realizó utilizando todo el rango espectral de 4000 cm-1 a 400 cm-1 y se empleó el algoritmo de búsqueda estándar.   
En la Figura 56 se pueden ver, a modo de ejemplo, los espectros de tres de las mezclas más comunes encontradas en las muestras de cocaína adulterada; éstas son cocaína adulterada con levamisol, cocaína adulterada con levamisol y cafeína, y cocaína adulterada con levamisol, cafeína y tetracaína. En los espectros aparecen señaladas algunas bandas características de los 
Número de ondas (cm-1) 
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adulterantes, de manera que es posible diferenciarlos y detectar su presencia en las muestras de cocaína incautada. 
 
Figura 56. Espectros ATR-MIR de las combinaciones más comunes de cocaína con 1, 2 y tres adulterantes con la cocaína: 1. cocaína y levamisol; 2. cocaína con levamisol y cafeína; 3. cocaína con levamisol, cafeína y tetracaína. Nota: Se señalan las regiones correspondientes a las bandas consideradas para el levamisol (A), la cafeína (B) y la tetracaína (C). 
El estudio de las bandas características del espectro de cada uno de los adulterantes permitió configurar métodos de conformidad para la identificación específica de cada uno de ellos que, tal como se ha comentado, constituye la segunda etapa del procedimiento de identificación que se propone en esta Tesis Doctoral para el estudio y clasificación rápida las muestras adulteradas. El objetivo de los métodos de conformidad establecidos es aumentar la especificidad y selectividad del método cualitativo. 
Para el test de conformidad se han empleado espectros obtenidos de los adulterantes aislados y de mezclas con cocaína en diferentes proporciones, que han sido preparadas en el laboratorio.  
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En la Tabla 26 se puede ver el intervalo de la composición de las muestras utilizadas en cada test de conformidad. Como se puede apreciar, en el test de la procaína se han tenido que emplear mezclas con todos los adulterantes estudiados para establecer un método con una adecuada especificidad y selectividad. En el resto de los casos ha sido suficiente emplear mezclas de cada adulterante con la cocaína en diferente proporción. 
Tabla 26. Composición de las mezclas utilizadas en los test de conformidad 
Test de conformidad (Sustancia) Cocaína base (intervalo en % p/p) Adulterantes empleados 
Levamisol 3.9 % - 51.0 % Levamisol 
Cafeína 1.1 % - 43.0 % Cafeína 
Fenacetina 22.6 % - 53.2 % Fenacetina 
Tetracaína 5.1 % - 65.9 % Tetracaína 
Procaína 4.3 % - 75.8 % Procaína, lidocaína, levamisol, cafeína, fenacetina, tetracaína. 
Lidocaína 4.2 % - 46.4 % Lidocaína 
En la Tabla 27 se indican los parámetros de los tests de conformidad establecidos para cada uno de los seis componentes objeto de estudio. Para ello se han seleccionado las bandas características de cada uno de los adulterantes para los que se ha creado el test y, a partir de ahí, se ha ido acotando la región espectral de trabajo y buscando un pre-tratamiento de los espectros que dé lugar a un método con la mayor especificidad y selectividad. 
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Tabla 27. Parámetros de los test de conformidad de los adulterantes estudiados. 
Adulterante Pre-procesado Rango espectral (cm-1) 
Levamisol Primera derivada 
3431-3182 
2600-2364 
1646-1322 
1200- 800 
605-400 
Cafeína Primera derivada + Normalización vectorial 1844-400 
Fenacetina Primera derivada 3400-2400 
Tetracaína Normalización vectorial 3343-3400 
Lidocaína Primera derivada 2978-2482 
Procaína Primera derivada 2935-2636 
El modelo cualitativo se ha validado con 50 nuevas muestras de prueba. En la Tabla 28 se resumen las características de dichas muestras teniendo en cuenta que la identificación del adulterante se ha realizado por GC-MS y la cuantificación del mismo por el método de referencia basado en GC-FID.  
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   CONTENIDOS DETERMINADOS POR CG-FID 
Muestra Cocaína Levamisol Cafeína Fenacetina Tetracaína Procaína Lidocaína         1 81.4 - - - - - - 2 70.1 8.3 - - - - - 3 63.2 17.8 - - - - - 4 64.1 10.5 - - - - - 5 53.1 - - - - - - 6 22.8 2.6 8.3 11.2 - - 18.0 7 20.3 12.5 16.3 21.3 - - 21.0 8 1.0 - 18.1 - 1.9 57.2 - 9 61.9 14.9 - - - - - 10 73.4 10.2 - - - - - 11 27.5 9.7 - - - - - 12 25.6 10.4 37.0 - - - - 13 82.4 - - - - - - 14 80.9 - - - - - - 15 39.7 - 2.6 42.7 7.  - 16 82.0 7.0 - - - - - 17 71.1 13.0 - - - - - 18 73.1 8.8 - - - - - 19 70.2 9.5 - - - - - 20 78.2 - - - - - - 21 25.4 7.2 25.2 - - - 5.4 22 60.9 16.0 - - - - - 23 39.4 9.6 40.8 - - - - 24 25.5 31.5 - 38.7 - - - 25 52.3 10.6 21.8 - - - - 26 28.3 6.5 31.8 - 13.5 - - 27 36.1 - 19.1 - - - - 28 28.5 - 36.2 - - - - 29 69.1 10.1 - - - - - 30 61.3 8.4 - - - - - 31 68.8 5.3 - - - - - 32 36.0 - - 54.8 - - - 33 41.2 - - 40.2 - - - 34 39.7 - - 49.5 - - - 35 28.5 - 26.4 39.7 - - - 36 11.2 8.3 26.2 56.0 - - - 37 17.2 - 18.2 18.7 - - 47.8 38 48.1 17.8 25.1 - - - - 39 23.4 26.9 34.8 - - - - 40 27.6 23.2 40.1 - - - - 41 33.1 13.4 - 44.7 - - - 42 38.7 24.1 - 28.1 - - - 43 43.2 0.9 19.2 22.8 - - - 44 35.5 1.5 25.1 26.4 - - - 45 6.9 9.1 25.2 - 17.5 - - 46 6.3 14.1 22.8 - 12.8 - - 47 32.5 - 15.7 29.9 - - - 48 35.5 - 18.4 35.7 - - - 49 22.2 - - 19.4 - 21.4 37.9 50 28.3 - 15.6 - - 50.8 - 
Tabla 28. Composición de las muestras utilizadas en la validación del método cualitativo de identificación mediante ATR-MIR. Nota: los contenidos están expresados en % (p/p).  
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Los espectros de las muestras utilizadas en la validación se compararon con los de la biblioteca y posteriormente se utilizó el método de conformidad para confirmar la presencia de los adulterantes. En las Tablas 29.1 y 29.2 se pueden ver los resultados obtenidos para estas muestras aplicando el método propuesto en dos etapas: 1) se realiza la comparación con la biblioteca y se consideran los dos resultados con un mayor nivel de correlación (hit) que se representa en la tabla bajo la consideración de “Resultado de la biblioteca”. 2) en la segunda, a partir de los resultados de la biblioteca se aplica el test de conformidad para confirmar o descartar la presencia de los adulterantes supuestamente presentes según la comparación con la biblioteca. En el caso de que en la primera opción no se detecten adulterantes, el test de conformidad se aplica para descartar la presencia de cualquiera de los seis adulterantes estudiados. Estos últimos se representan en la tabla como “Resultados del test de conformidad” y en ellos los signos S y N hacen referencia a la presencia (S) o ausencia (N) del adulterante en la muestra según los resultados obtenidos por el método de referencia GC-MS. Las celdas que aparecen sombreadas corresponden a los aciertos producidos, esto es, que el resultado de presencia o ausencia del adulterante que se obtiene con el test de comparación corresponde con la composición real de la muestra. Las casillas aparecen en blanco cuando no procede aplicar el test de conformidad por no haber aparecido ese adulterante en los resultados de comparación con la biblioteca. Tal como se indicó en la Parte Experimental, el método se ha evaluado en términos de selectividad, especificidad, falsos positivos, falsos negativos y eficiencia. Los resultados obtenidos para estas muestras de validación se indican en la  Tabla 30. Se ha establecido un límite de calidad de hit de 500 para poder aplicar el test de conformidad de adulterantes y éste es el motivo por el que no se ha considerado la segunda opción de las muestras 45 y 46.  
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Tabla 29.1 Resultados del test cualitativo ATR-MIR para las muestras ensayadas (1 a 25). 
   RESULTADO DE LA BIBLIOTECA RESULTADO DEL TEST DE CONFORMIDAD 
Mue
stra 
Cal. 
de h
it  
Leva
miso
l 
Cafe
ína 
Fena
cetin
a 
Tetr
acaí
na 
Proc
aína
 
Lido
caín
a 
1 963 842 Cocaína HCl Cocaína/levamisol N N N N N N 2 985 835 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 3 973 893 Cocaína/levamisol CocaínaHCl S N N N N N 4 938 863 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 5 937 867 Cocaína HCl Cocaína/levamisol N N N N N N 6 935 757 Cocaína/cafeína/levamisol/fenacetina/lidocaína Cocaína/cafeína/levamisol/fenacetina S S S N N S 7 897 793 Cocaína/cafeína/levamisol/fenacetina/lidocaína Cocaína/cafeína/levamisol/fenacetina S S S N N S 8 763 653 Cocaína/cafeína/tetracaína/fenacetina/procaína Cocaína/cafeína/tetracaína/procaína N S N S S N 9 986 827 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 10 932 896 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 11 926 823 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 12 965 736 Cocaína/levamisol/cafeína Cocaína/levamisol S S N N N N 13 926 839 Cocaína HCl Cocaína/levamisol N N N N N N 14 987 862 Cocaína HCl Cocaína/levamisol N N N N N N 15 936 723 Cocaína/cafeína/fenacetina/tetracaina Cocaína/cafeína/fenacetina N S S S N N 16 937 849 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 17 957 832 Cocaina/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 18 928 859 Cocaina/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 19 963 826 Cocaina/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 20 951 949 Cocaina/levamisol Cocaína HCl N N N N N N 21 978 753 Cocaína/levamisol/cafeína/lidocaína Cocaína/levamisol/cafeína S S N N N S 22 852 810 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 23 820 787 Cocaína /cafeína Cocaína/levamisol/cafeína S S N N N N 24 881 867 Cocaína/fenacetina Cocaína/levamisol/fenacetina S N S N N N 25 831 826 Cocaína/cafeína Cocaína/levamisol/cafeína S S N N N N          Nota: Sustancia presente(S) y sustancia no presente (N) según los datos obtenidos por GC-MS. Casilla sombreada: acierto con el resultado del test de conformidad. Casilla en blanco: No procede realizar el test de conformidad. 
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  RESULTADO DE LA BIBLIOTECA RESULTADO DEL TEST DE CONFORMIDAD 
Mue
stra 
Cal. d
e hit
  
Leva
miso
l 
Cafe
ína 
Fena
cetin
a 
Tetr
acaí
na 
Proc
aína
 
Lido
caín
a 
26 700 555 Cocaína/levamisol/cafeína/tetracaina Cocaína/ cafeína/tetracaina/fenacetina/procaina S S N S N N 27 809 778 Cocaína/cafeína Cocaína/levamisol/cafeína N S N N N N 28 752 743 Cocaína/levamisol/cafeína Cocaína/cafeína N S N N N N 29 875 842 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 30 988 893 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 31 948 875 Cocaína/levamisol Cocaína HCl S N N N N N 32 875 775 Cocaína/fenacetina Cocaína/levamisol/fenacetina N N S N N N 33 903 823 Cocaína/fenacetina Cocaína HCl N N S N N N 34 746 707 Cocaína/levamisol/fenacetina Cocaína/fenacetina N N S N N N 35 943 837 Cocaína/fenacetina/cafeína Cocaína HCl N S S N N N 36 796 685 Cocaína/levamisol/fenacetina/cafeína Cocaína/levamisol/fenacetina/cafeína/procaína S S S N N N 37 683 642 Cocaína/cafeína/fenacetina/lidocaína Cocaína/cafeína/levamisol/fenacetina/lidocaina N S S N N S 38 988 783 Cocaína/levamisol/cafeína Cocaína/levamisol S S N N N N 39 577 573 Cocaína/levamisol/cafeína/tetracaina Cocaína/levamisol/cafeína S S N N N N 40 586 513 Cocaína/levamisol/cafeína/tetracaina Cocaína/levamisol/cafeína/fenacetina/ S S N N N N 41 847 780 Cocaína/levamisol/fenacetina Cocaína/fenacetina S N S N N N 42 757 754 Cocaína/fenacetina Cocaína/levamisol/fenacetina S N S N N N 43 775 772 Cocaína/levamisol/fenacetina/cafeína Cocaína/fenacetina/cafeína S S S N N N 44 650 639 Cocaína/levamisol/fenacetina/cafeína Cocaína/fenacetina/cafeína S S S N N N 45 873 466* Cocaína/levamisol/cafeína/tetracaína Cocaína/levamisol/cafeína S S N S N N 46 866 476* Cocaína/levamisol/cafeína/tetracaína Cocaína/levamisol/cafeína S S N S N N 47 846 841 Cocaína/fenacetina/cafeína Cocaina/levamisol/fenacetina/cafeína N S S N N N 48 823 800 Cocaína/fenacetina/cafeína Cocaína/levamisol/fenacetina/cafeína N S S N N N 49 850 743 Cocaína/fenacetina/lidocaína/procaína Cocaína HCl N N S N S S 50 872 726 Cocaína/cafeína/tetracaína/procaína Cocaína/cafeína/fenacetina/tetracaína/procaína N S N N S N 
Nota: Sustancia presente(S) y sustancia no presente (N) según los datos obtenidos por GC-MS. Casilla sombreada: acierto con el resultado del test de conformidad. Casilla en blanco: No procede realizar el test de conformidad.*Resultado rechazado. 
 
Tabla 29.2 Resultados del test cualitativo ATR-MIR para las muestras ensayadas (26 a 50). 
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Tabla 30. Resultado de los parámetros para la evaluación del método cualitativo ATR-IR desarrollado para la identificación de los adulterantes en las muestras de cocaína considerando las expresiones indicadas en la Tabla 15.  
Parámetros Valor 
Selectividad 100% 
Especificidad 100% 
Falsos Positivos 0% 
Falsos Negativos 0% 
Eficiencia 100% 
La comparación de los espectros de las muestras del conjunto de prueba con la biblioteca y la posterior confirmación con el método de conformidad hace que el método cualitativo propuesto no presente ni falsos positivos ni falsos negativos. De manera que este procedimiento ATR-MIR presenta una selectividad, especificidad y eficiencia del 100 % para cada uno de los adulterantes, por lo que resulta adecuado para el análisis cualitativo de las muestras de cocaína decomisadas.  
4.2.2.2 Modelo PLS-ATR-MIR para la determinación cuantitativa de cocaína 
Se estableció un modelo general para la determinación de cocaína en muestras decomisadas empleando la regresión PLS. La asignación de las muestras al conjunto de calibración y de validación se realizó en función del adulterante presente, de manera que en el conjunto de calibración estuviera presente al menos una de cada una de las combinaciones posibles de adulterantes encontradas. En caso de que hubiera más de una muestra, se asignó la mitad de las muestras al conjunto de calibración y el resto de muestras al conjunto de validación, seleccionándolas de modo que el intervalo de concentraciones fuera lo más parecido en cada uno de los conjuntos. Para comprobar la correcta distribución de las muestras en los conjuntos de calibración y validación se hizo 
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un estudio PCA, de manera que la representación gráfica de los scores del PC1 y PC2 permitió comprobar si la distribución de las muestras de cada uno de los conjuntos era homogénea en todo el gráfico. Para la modelización se emplearon un total de 76 muestras en el conjunto de calibración, con una riqueza media  de cocaína de 37.3 ± 25.2 % (p/p), y 40 muestras en el conjunto de validación,  con una riqueza media del 31.7 ± 21.7 % (p/p). Los espectros utilizados para la creación del modelo se obtuvieron a partir del promedio de tres medidas ATR para cada una de las muestras. Para la selección de las regiones de calibración inicialmente se tuvieron en cuenta aquellas en las que aparecen las bandas de la cocaína y de los diferentes adulterantes; de modo que estas regiones se fueron acotando y probando diferentes pre-tratamientos de los datos de manera que se obtuviera el menor valor de RMSECV. Posteriormente se optimizó el modelo para obtener la mejor capacidad predictiva para el conjunto de validación. Al realizar la representación gráfica de los scores PC2 frente a PC1 de todas las muestras consideradas en el estudio (Figura 57) se comprueba que las que aparecen situadas más hacia la izquierda del gráfico se corresponden con las que presentan mayor concentración de cocaína. Se trata de muestras en las que no se han detectado adulterantes o muestras adulteradas únicamente con levamisol, con una riqueza en cocaína clorhidrato comprendida entre un 60 y un 80 % (p/p). El resto de muestras aparecen más dispersas en el gráfico de scores, aunque se puede comprobar que aquellas que contienen el/los mismo/s adulterante/s quedan más próximas entre sí, como cabía esperar, pudiéndose diferenciar de forma cualitativa algunos de los grupos de muestras adulteradas. A modo de ejemplo, se pueden ver señaladas con el número 1 las muestras con elevada concentración de cocaína. El grupo 2 comprende las muestras adulteradas con levamisol y fenacetina. El grupo 3 contiene muestras adulteradas con levamisol y cafeína. La fenacetina y la cafeína son los adulterantes presentes en las muestras que aparecen en el grupo 4. Mientras que el grupo 5 corresponde con muestras adulteradas con levamisol, fenacetina y tetracaína. Sin embargo, éste análisis PCA no resultaría un método óptimo 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
144 Resultados y discusión 
 
para la clasificación de todas las muestras de cocaína consideradas, probablemente debido al elevado número de combinaciones de adulterantes existentes. En conclusión, se podría indicar que el PCA nos permite comprobar la idoneidad de la clasificación de las muestras en el conjunto de calibración y validación para el modelo PLS establecido.  
 
Figura 57.  Representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 para el PCA de las muestras empleadas en la calibración y la validación de la determinación de cocaína por ATR-MIR. Nota:  muestras de calibración,  muestras de validación. Asignación de los grupos: 1, Muestras con elevada concentración de cocaína. 2, Muestras adulteradas con levamisol/fenacetina. 3, Muestras adulteradas con levamisol/cafeína. 4, Muestras adulteradas con fenacetina/cafeína. 5, Muestras adulteradas con levamisol/fenacetina/tetracaína. 
Después de probar a construir modelos considerando diferentes regiones espectrales y pre-tratamientos de los datos y tras considerar los resultados para la validación cruzada y del análisis del conjunto de validación, se ha seleccionado un modelo PLS cuyas características se resumen en la Tabla 31. Como se puede ver, se ha construido un modelo que con un pre-tratamiento de las regiones seleccionadas de normalización vectorial y con 4 factores, presenta un RMSECV de 5.61 % (p/p), un RMSEP de 4.42 % (p/p) y un RPD de 4.35.  
1 
5 
3 
 4 
2 
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Tabla 31. Parámetros del modelo PLS-ATR-MIR seleccionado para el análisis de cocaína en muestras adulteradas. 
PARÁMETROS DEL MODELO PLS-ATR-MIR 
Modo de medida ATR-MIR 
Regiones del espectro (cm-1) 
1626-1384 970-820 815-690 579 -504 499-400 Pre-tratamiento Normalización vectorial Factores 4 R2(%) 96.16 RMSEE(% p/p) 5.07 RMSECV (% p/p) 5.61 RMSEP (% p/p) 4.42 RPD 4.53 
4.2.3.3 Validación del modelo PLS ATR-MIR para la determinación de cocaína 
Para la comparación del modelo con el método de referencia en términos de exactitud y precisión, un conjunto de 10 muestras adicionales se analizaron por ambos procedimientos (GC-FID y PLS-ATR-MIR).  
Se realizó primero un análisis cualitativo para la determinación de adulterantes (Tabla 32) en el que se puede ver que el método cualitativo no presenta falsos positivos ni negativos para el conjunto de muestras estudiadas si comparamos los resultados obtenidos con el método de referencia GC-MS. Se determinó la riqueza en cocaína para las muestras mediante el modelo PLS-ATR-MIR establecido (ver resultados en Tabla 33) y tras aplicar el test estadístico correspondiente se comprobó que los resultados obtenidos por el método propuesto son estadísticamente comparables a los obtenidos por el método de referencia GC-FID.  
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Tabla 32. Resultados  del test cualitativo ATR-MIR para las muestras problema ensayadas.  
Nota: Sustancia presente(S) y sustancia no presente (N). Casilla sombreada: acierto con el resultado del método cualitativo. Casilla en blanco: No procede realizar el test de conformidad. *Resultado rechazado. 
En la Tabla33 se puede observar que la precisión para las tres réplicas de las 
muestras, en términos de repetibilidad da como resultado un coeficiente de 
variación menor del 1.0 %. Se puede afirmar que el método PLS-ATR-MIR 
proporciona niveles adecuados de exactitud y precisión para la determinación 
cuantitativa de las muestras de cocaína. En cuanto al límite de cuantificación 
(LOQ), considerando el criterio LOQ= 10s y a partir de la desviación estándar 
de las muestras de menor riqueza, se ha estimado en un valor del 1.0% (p/p).  
 
 
 
 
 
 RESULTADO DE LA BIBLIOTECA RESULTADO DEL TEST DE CONFORMIDAD 
Mue
stra 
Calid
ad d
e hit
 
 L
evam
isol 
Cafe
ína 
Fena
cetin
a 
Tetr
acaí
na 
Proc
aína
 
Lido
caín
a 
1 599 507 Mezcla con cafeína/tetracaína/fenacetina/procaína Mezcla con levamisol/tetracaína S S N S N N 
2 947 893 Mezcla con levamisol  Cocaína HCl S N N N N  
3 762 723  Mezcla con cafeína  Mezcla con cafeína/fencacetina/tetracaina N S S S N  
4 951 943  Mezcla con Levamisol Cocaína HCl N N N N N N 
5 725 712  Mezcla con fenacetina/cafeína Mezcla con cafeína N S S N N N 
6 698 655  Mezcla con fenacetina/cafeína/levamisol/tetracaína  Mezcla con levamisol/fenacetina S N S N N N 7 545 481  Mezcla con levamisol/cafeína/tetracaína  Mezcla con levamisol/cafeína/fenacetina S S S N N N 8 713 708 Mezcla con cafeína  Mezcla con levamisol/cafeína/fenacetina S S S N N N 9 998 440*  Mezcla con levamisol/cafeína/tetracaina Mezcla con levamisol/cafeína/fenacetina S S N S N N 10 945 923  Mezcla con levamisol CocainaHCl N N N N N N 
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Tabla 33. Resultados obtenidos con el modelo PLS-ATR-MIR para un conjunto de muestras problema de cocaína y su comparación estadística con los valores de referencia. 
Contenido en cocaína base (% p/p) 
Muestra Valor  de referencia GC-FID Valor PLS-ATR-MIR Diferencia 
1 16.74 15.23 ± 0.12 -1.51 2 82.61 79.03 ± 0.04 -3.58 3 30.02 31.92 ± 0.06 1.90 4 78.23 80.42 ± 0.02 2.19 5 27.89 30.10 ± 0.04 2.21 6 17.39 19.43 ± 0.05 2.04 7 19.26 17.77 ± 0.01 -1.49 8 34.40 35.41 ± 0.09 1.01 9 9.21 9.71 ± 0.01 0.50 10 80.90 82.48 ± 0.01 1.58 
Media 0.50 s 2.0 ÊËÌÍ 0.79 ÊÊÌÎ 2.26 
En conclusión, la técnica ATR-MIR constituye una poderosa herramienta en el laboratorio de drogas, ya que además de proporcionar resultados adecuados en términos de exactitud y precisión para la determinación cuantitativa de cocaína en las muestras decomisadas mediante la construcción de modelos de calibración PLS, también se puede utilizar en términos cualitativos para determinar los adulterantes presentes en las muestras con unos niveles de selectividad y especificidad adecuados, sin presentar falsos positivos ni negativos  y de una forma rápida, limpia y no destructiva. 
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4.3 Determinación de cocaína mediante DR-NIR en presencia de los adulterantes más comunes 
Como ya se ha comentado, en el primer estudio DR-NIR para la cuantificación de cocaína se elaboraron tres modelos, uno general, uno para cocaína a granel y otro para dosis de cocaína, todos ellos sin tener en cuenta la presencia de adulterante o la mezcla de adulterantes presentes en cada una de las muestras utilizadas para el conjunto de calibración. Dado que el número de muestras de dosis de cocaína utilizadas era muy pequeño (24 muestras) y conociendo todas las posibles combinaciones de adulterantes que se pueden encontrar, el número de muestras se considera demasiado bajo como para obtener un modelo adecuadamente representativo de la población en estudio, que resulte además lo suficientemente robusto para ser aplicado en el análisis de rutina de muestras de dosis. Es por esto que en esta sección se plantea un nuevo estudio con muestras de las que se ha determinado además su composición (en cuanto a la presencia de adulterantes) y que incluye también muestras sintéticas, preparadas con cocaína y adulterantes en diferente proporción, con el fin de aumentar la representatividad del conjunto de calibración y la posible mejora de la capacidad predictiva del modelo PLS. 
En este caso se obtuvieron los espectros DR-NIR, tal como se explicó en la Parte Experimental y, tras aplicar la corrección de Kubelka-Munk, se trabajó con los espectros promedio para elaborar los modelos PLS. La asignación de las muestras al conjunto de calibración y de validación se realizó en función del adulterante presente; de manera que en el conjunto de calibración estuvieran presentes todas las combinaciones encontradas en las muestras analizadas en el laboratorio. La mitad de los espectros se incluyeron en el conjunto de calibración y el resto en el conjunto de validación. 
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El conjunto de calibración está constituido por un total de 99 muestras, con un intervalo de riqueza en cocaína base comprendido entre el 0.99 y el  82.4 % (p/p), y con una riqueza media del  36.2 ± 22.1 % (p/p). En el conjunto de validación se han incluido otras 99 muestras, con un intervalo de riqueza del 3.8 al 79.5 % (p/p), y una riqueza media  del 34.7 ± 18.8 % (p/p). 
En cuanto a la selección de las regiones espectrales y el pre-tratamiento, se partió de las condiciones que se habían seleccionado en el modelo antes propuesto y se fueron realizando modificaciones para obtener las condiciones que proporcionaran el RMSEP más bajo. Para comprobar que la asignación de las muestras a cada uno de los conjuntos fue adecuada se realizó un estudio PCA. Al realizar la representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 se puede comprobar cómo la distribución para los conjuntos de calibración y validación es homogénea en el área del gráfico (Figura 58). 
 
Figura 58. Representación gráfica de los scores  PC2 vs PC1 para el PCA de las muestras empleadas en los conjuntos de calibración y validación del modelo PLS-DR-NIR. Nota: muestras de calibración,  muestras de validación. 
En la Tabla 34 se indican las características del modelo PLS-DR-NIR que proporcionó los mejores resultados en el análisis del conjunto de validación. Se 
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obtuvo un modelo con 6 factores, para los datos de la región espectral entre 7500.0 y 5320.8 cm-1, con un pre-tratamiento de los mismos consistentes en primera derivada y normalización vectorial, que presenta errores de calibración, validación cruzada y predicción del mismo orden con un RMSEE de 3.40 % (p/p), un RMSECV de 3.83 % (p/p), un RMSEP para las muestras del conjunto de validación de 3.86 % (p/p) y un RPD de 4.85.  
Tabla 34. Parámetro del modelo PLS-DR-NIR seleccionado para el análisis de cocaína en muestras adulteradas. 
PARÁMETROS DEL MODELO PLS-DR-NIR 
Modo de medida DR-NIR 
Muestras utilizadas 198 espectros de muestras adulteradas (99 de calibración y 99 de validación ) 
Regiones del espectro (cm-1) 7500.0-5320.8 
Pre-procesado Primera derivada +Normalización vectorial 
Factores 6 
R2(%) 97.78 
RMSEE(% p/p) 3.40 
RMSECV (% p/p) 3.83 
RMSEP (% p/p) 3.86 
RPD 4.85 
Para la validación del modelo en muestras diferentes a las utilizadas en el conjunto de calibración y de validación, se analizó por el modelo PLS-DR-NIR las 10 muestras que habían sido analizadas por el modelo PLS-ATR-MIR. Los resultados obtenidos se indican en la Tabla 35. 
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Tabla 35. Resultados obtenidos para el análisis de un conjunto de muestras problema nuevas por el modelo PLS-DR-NIR propuesto para el análisis de muestras adulteradas y comparación estadística con los valores de referencia obtenidos por GC-FID. 
Contenido en cocaína base (% p/p) 
Muestra Valor  de referencia GC-FID Valor PLS-DR-NIR Diferencia 
1 16.7 15.5±0.1 -1.2 2 82.6 83.2±0.1 0.6 3 30.0 26.8±0.1 -3.2 4 78.2 78.5±0.0 0.3 5 27.9 26.0±0.3 -1.9 6 17.4 19.8±0.1 2.4 7 19.3 23.5±0.3 4.2 8 34.4 33.7±0.6 -0.7 9 9.2 10.0±0.1 0.8 10 80.9 78.0±0.1 -2.9 
Media -0.17 È 2.32 a¬|® 0.23 a¿|© 2.26 
Como se puede ver, los resultados obtenidos con el modelo PLS-DR-NIR son estadísticamente comparables a los obtenidos por el método de referencia GC-FID cuando se aplica una prueba estadística de parejas de valores. En cuanto a la precisión obtenida para las muestras problema, el coeficiente de variación es inferior al 2 % para todas las muestras consideradas. En cuanto al límite de cuantificación (LOQ), considerando el criterio LOQ= 10s y a partir de la desviación estándar de las muestras de menor riqueza, se ha estimado en un valor del 1.4 % (p/p).  
En conclusión, el modelo inicial de dosis, en el que no se había tenido en cuenta las sustancias adulterantes,  no proporcionó resultados comparables al método de referencia; probablemente debido como se ha comentado, a que el conjunto de calibración no era representativo de la población teniendo en cuenta todas las posibles combinaciones de adulterantes. Al aumentar el número de muestras 
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en el modelo inicial PLS-DR-NIR e incluir las combinaciones de adulterantes encontradas en las muestras de cocaína y con ayuda del estudio PCA para la asignación de las mismas al conjunto de calibración y validación,  se consigue un modelo PLS-DR-NIR que proporciona resultados con una elevada precisión y estadísticamente comparables al método de referencia, permitiendo tomar medidas directas en el vial sin prácticamente necesidad de manipulación de la muestra.  
Comparando el método PLS-DR-NIR para muestras adulteradas con el previamente publicado hay que destacar que el nuevo método permite reducir el número de factores de los 8 del modelo general y 7 del modelo para muestras de dosis a tan solo 6, comparable a los factores del modelo para muestras a granel de alta concentración y que el RMSEP pasó de 4.02 %  (p/p) para el Modelo Granel a 3.86 % (p/p) en este modelo extendido, pasando el RPD de 3.92 a 4.85. Todas estas mejoras habría que atribuirlas al aumento del número de muestras de calibración (desde 34 para el Modelo General, 28 para el modelo de las muestras a granel de alta concentración y tan solo 14 para el Modelo Dosis) a 99 en este caso. Además prueba de la mayor robustez del nuevo modelo extendido es el hecho de que los datos de predicción se refieran a 99 muestras adulteradas del mercado a diferencia de los anteriores modelos que solo se validaron para 44, 26 y 10 muestras para los modelos General, Granel y Dosis respectivamente. 
En cualquier caso y tal como se indica en la Tabla 36 el método PLS-DR-NIR ofrece una alternativa sostenible, rápida y barata frente al método cromatográfico. 
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Tabla 36. Comparación entre el método GC-FID y el método PLS-DR-NIR para la determinación de cocaína en muestras adulteradas. 
Parámetro GC-FID PLS-DR-NIR 
Tiempo de análisis 15 min/muestra (solo una réplica) Menos de 5 min por muestra incluyendo la homogenización y la medida por triplicado. 
Disolventes y reactivos Etanol y tetracosano* No 
Alteración de la muestra Se disuelve la muestra Se conserva la muestra en el vial 
Desechos Residuos de disolvente. No 
*Patróninterno. 
4.3.1 Comparación de los valores obtenidos para las muestras problema con los modelos PLS-ATR-MIR y DR-NIR 
Como se ha visto en las secciones anteriores, se han construido dos modelos PLS para la determinación cuantitativa de cocaína en muestras decomisadas en presencia de sus adulterantes más comunes, uno por medidas directas en viales de vidrio por DR-NIR y el otro mediante medidas directas ATR-MIR. Como se puede ver en la Tabla 37, los modelos PLS-DR-NIR y PLS-ATR-MIR obtenidos para las muestras adulteradas presentan una capacidad predictiva similar con un número de factores de 6 y 4, respectivamente. 
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Tabla 37. Comparación de los modelos PLS obtenidos para el análisis de muestras en polvo adulteradas que contienen cocaína por espectrometría infrarroja. 
MODELO PLS-DR-NIR PLS-ATR-MIR 
Modo de medida DR-MIR ATR-MIR Muestras utilizadas 198 espectros de muestras adulteradas (99 de calibración y  99 de validación ) 
126 espectros de muestras adulteradas (76 de calibración y  40 de validación) 
Regiones del espectro(cm-1) 
 
7500-5320.8 1626-1384 970-820 
815-690 
579 -504 
499-400 
Pre-procesado Primera derivada + Normalización vectorial Normalización vectorial 
Factores 6 4 
R2 (%) 97.78 96.16 
RMSEE (% p/p) 3.40 5.07 
RMSECV (% p/p) 3.83 5.61 
RMSEP (% p/p) 3.86 4.42 
RPD 4.85 4.53 
Ambos modelos se han comparado con el método de referencia GC-FID utilizando para ello un conjunto de diez muestras adulteradas. Se ha estudiado la regresión entre los valores de concentración obtenidos por GC-FID, PLS-DR-NIR y PLS-ATR-MIR (ver datos en las Tablas 33 y 35) En la Figura 59 se indican las regresiones entre estas tres series de medidas.  
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Figura 59. Comparación entre los valores de concentración de cocaína obtenidos para las muestras de validación mediante PLS-ATR-MIR, PLS-DR-NIR y GC-FID. 
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En conclusión, ambos métodos resultan adecuados para la determinación de cocaína en muestras adulteradas, si bien el modelo PLS-DR-NIR permite realizar medidas directas en el vial, lo que supone mayor rapidez en la adquisición de los espectros y evita las etapas de limpieza del cristal ATR, y por tanto se generan menos residuos. Por su parte, las medidas por ATR-MIR permiten identificar con claridad los adulterantes presentes en las muestras mediante el empleo de los test de conformidad, tal como se ha visto en el método cualitativo desarrollado. Por tanto la elección de una u otra técnica dependerá de los objetivos del análisis, y de las disponibilidades del laboratorio en cuanto a instrumentación, ya que ambas técnicas han demostrado proporcionar niveles adecuados de exactitud y precisión. 
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4.4 Determinación de cocaína en materiales impregnados 
Cada vez es más frecuente la introducción de cocaína por las fronteras en forma de soportes impregnados con el objetivo de camuflarla entre ropa, en el interior de maletas o de otros elementos, y así poder burlar los controles policiales. En esta sección se ha desarrollado un método para la determinación de cocaína en soportes impregnados mediante el estudio de sus espectros ATR-MIR y DR-NIR. Se plantea el uso de éstas técnicas tanto para la determinación cualitativa directa de la cocaína en los soportes a través del reconocimiento de sus bandas características en el IR medio, que en la actualidad se realiza tras la extracción de la cocaína por lavado y posterior análisis por GC-MS, como para la determinación cuantitativa; en este caso mediante la construcción de dos modelos PLS, uno por ATR-MIR y un segundo modelo para los espectros DR-NIR adquiridos mediante el empleo de una sonda de fibra óptica.  
4.4.1 Espectros ATR-MIR de los materiales impregnados 
En este apartado, para construir un modelo de calibración PLS, se han considerado los espectros ATR-MIR inicialmente obtenidos a partir de dos tipos de materiales impregnados, que se comprobó tras un análisis cualitativo que correspondían con fieltro de poliéster blanco y fieltro de poliéster negro. Los soportes de fieltro de poliéster, tal como se ha comentado, son los que más habitualmente se suelen encontrar en los decomisos de materiales impregnados de cocaína. Posteriormente el estudio se  amplió para otros dos tipos de soporte menos comunes, como son una espuma de poliuretano y  láminas de pasta de papel. La caracterización de los materiales impregnados, tal como se ha explicado en la Parte Experimental, se ha realizado obteniendo los espectro ATR-MIR tras el lavado de los mismos, por inmersión en etanol hasta eliminar los restos de cocaína, y comparándolos con los espectros correspondientes a diferentes materiales textiles.  
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En la Figura 60 se comparan los espectros ATR-MIR de los soportes impregnados estudiados en esta Tesis Doctoral con un patrón de cocaína clorhidrato. En los espectros de los soportes se pueden identificar claramente la presencia de las bandas características de la cocaína lo que pone de manifiesto el potencial de la técnica ATR-MIR para la detección de esta droga en materiales impregnados.  
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Figura 60. Espectros ATR-MIR de la cocaína clorhidrato y de los diferentes materiales impregnados estudiados  
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Para la determinación cualitativa de la cocaína en los soportes se utilizó el método de comparación de espectros desarrollado en la Sección 4.2.2 para la determinación de cocaína y sus adulterantes más comunes.  
Como ya se ha comentado, el estudio se inició con los soportes impregnados de fieltro blanco y negro. La aplicación del test en los diferentes puntos de medida del material impregnado dio lugar a resultados con una calidad de hit  del mismo orden para cada uno de ellos. A modo de ejemplo en la Tabla 38 se indican los resultados obtenidos para tres puntos seleccionados al azar de cada uno de los soportes estudiados.   
Tabla 38. Resultados obtenidos para el test cualitativo aplicado a los soportes impregnados. 
Tipo de soporte Punto de muestreo (cal. de hit) Resultado de la biblioteca Test identidad 
Fieltro blanco 1 (842) Muestra de cocaína sin adulterar (823) Cocaína con levamisol Negativo para todos los adulterantes.   2 (975) Muestra de cocaína sin adulterar (813) Cocaína con levamisol Negativo para todos los adulterantes.   3 (827) Muestra de cocaína sin adulterar (805) Cocaína con levamisol Negativo para todos los adulterantes.  Fieltro blanco 1 (779) Cocaína con levamisol (764) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para levamisol.  2 (773) Cocaína con levamisol (752) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para levamisol.  3 (731) Cocaína con levamisol (723)Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para levamisol. Fieltro blanco 1 (777) Patrón de cocaína HCl (752) Muestra sin adulterar Negativo para todos los adulterantes.   2 (751) Patrón de cocaína HCl (718) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para todos los adulterantes.   3 (798) Patrón de cocaína HCl (706) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para todos los adulterantes.  Fieltro negro 1 (876) Patrón de cocaína HCl (811) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para todos los adulterantes.   2 (901) Patrón de cocaína HCl (833) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para todos los adulterantes.  3 (885) Patrón de cocaína HCl (812) Muestra de cocaína sin adulterar Negativo para todos los adulterantes.  
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Como se puede observar, el resultado del test cualitativo ATR-MIR resulta positivo para todos los puntos de medida considerados en los soportes, lo cual podría suponer que la impregnación en el soporte fuera homogénea si consideramos el parecido de los valores de hit obtenidos. Para comprobar la distribución de la droga en los diferentes soportes impregnados, se tomaron medidas en diferentes puntos y en ambas caras de los mismos.  En la Figura 61 se pueden ver los espectros de una muestra de tejido blanco de fieltro impregnado que corresponden a ambas caras de un mismo punto y, como puede comprobarse, los espectros son prácticamente idénticos, tanto en la distribución de las bandas como en la intensidad de las mismas. La Figura 62 corresponde a los espectros de la muestra de fieltro negro, medida en las mismas condiciones que la anterior. Se observa también la coincidencia de los espectros de ambas caras, tanto en la presencia de las bandas como en la intensidad de las mismas. 
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Figura 61. A. Espectros ATR-MIR obtenidos a partir de tejido de fieltro blanco impregnado registrados en el mismo punto por ambas caras. B. Detalle de la adquisición de los espectros. 
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4.4.2 Espectros DR-NIR de los materiales impregnados 
Se obtuvieron nuevamente espectros de las láminas de fieltro blanco y negro pero esta vez realizando medidas DR-NIR utilizando para ello una sonda de fibra óptica. Como se ha explicado en la Parte Experimental, el muestreo en este caso fue diferente, ya que al utilizar la sonda se pudieron registrar de forma sencilla espectros en diferentes puntos de toda la superficie del tejido y no sólo de una porción, como ocurría en el caso de las medidas ATR-MIR en el que, necesariamente, la muestra debía colocarse sobre el cristal del accesorio ATR. A diferencia del espectro ATR-MIR, en el espectro DR-NIR de las muestras consideradas se aprecian mayores diferencias entre los diferentes soportes. En la Figura 63 se observan diferencias entre dos soportes impregnados, uno de fieltro blanco y otro de fieltro negro, especialmente en lo que se refiere al desplazamiento de la línea base del espectro para valores de número de ondas superiores a 4000 cm-1.  En cuanto a las bandas correspondientes a la cocaína se pueden identificar de forma clara a partir de los espectros obtenidos de los 
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Figura 62. A. Espectros ATR-MIR obtenidos a partir de tejido de fieltro negro impregnado registrados en el mismo punto por ambas caras. B. Detalle de la adquisición de los espectros. 
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soportes impregnados, tal como se hizo para las muestras en polvo en la Sección 4.1.1, poniendo de manifiesto el potencial de la técnica para la determinación de cocaína en soportes impregnados. 
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Figura 63. Espectros DR-NIR. A. Tejido de fieltro negro. B. Tejido de fieltro blanco. 
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Al igual que ocurría con las medidas ATR-MIR, en las Figuras 64 y 65 se puede 
apreciar que los espectros obtenidos para cada una de las caras tanto del fieltro 
blanco como del negro, impregnados con cocaína, son prácticamente 
coincidentes entre sí.  
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Figura 64. A. Espectros DR-NIR del tejido medido por ambas caras. B. Detalle de la adquisición de los espectros DR-NIR del tejido de fieltro blanco impregnado. 
B 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
164 Resultados y discusión 
 
 
 Dado que las bandas de cocaína son fácilmente identificables tanto en las medidas por ATR-MIR como por DR-NIR y se aprecian pocas interferencias con los soportes estudiados, se utilizaron dichas técnicas para llevar a cabo una determinación cuantitativa mediante la construcción de modelos de calibración PLS sin necesidad de una extracción previa de la cocaína como en el caso del procedimiento de referencia por cromatografía. Para ello se construyeron dos modelos PLS, uno por cada una de las técnicas de medida. 
4.4.3 Modelos PLS para la determinación de cocaína en soportes impregnados 
A partir de los espectros IR de tres de las muestras de tejido impregnado (dos telas blancas y una tela negra), se construyeron dos modelos PLS, uno con los espectros obtenidos por ATR-MIR y otro con los medidos por DR-NIR 
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Figura 65. A. Espectros DR-NIR del tejido medido por ambas caras. B. Detalle de la adquisición de los espectros DR-NIR del tejido de fieltro negro impregnado. 
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empleando la sonda de fibra óptica, considerando para ello como valores de referencia el contenido de cocaína obtenido mediante el análisis CG-FID de los extractos obtenidos a partir de los soportes impregnados. Para cada una de las telas se tomó un valor de referencia único (38.1±1.5, 40.1±1.7 y 54.1±2.1 % (p/p) de cocaína base, respectivamente), resultado de un promedio de análisis mediante el procedimiento GC-FID descrito en la Parte Experimental. 
Para la calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR se emplearon un total de 51 espectros procedentes de los diferentes tejidos impregnados medidos en distintos puntos de los mismos. Para construir el conjunto de calibración se emplearon 28 espectros y el resto se incluyeron como conjunto de validación. 
En la calibración y validación del modelo PLS-DR-NIR se emplearon 44 espectros procedentes de diferentes medidas de las telas impregnadas, 24 de los cuales se incluyeron en el conjunto de calibración y los 20 restantes en el de validación. 
La distribución de las muestras en los conjuntos de calibración y validación, como ya se ha comentado, se realizó de manera que aproximadamente la mitad de las muestras quedaran en el conjunto de calibración y que el número de medidas (espectros empleados) para cada tejido y muestra fuera similar. La asignación de los espectros a cada uno de los conjuntos se realizó de manera arbitraria después de aplicar un PCA al estudio de los mismos y comprobar mediante la representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 que existía una distribución homogénea de los espectros en todo el espacio del gráfico (Figura 66). 
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Figura 66. Gráfico de scores PC2 vs PC1 para los espectros de los modelos PLS-ATR-MIR (A) y PLS-DR-NIR (B) correspondientes a muestras impregnadas de cocaína. Nota: Espectros de fieltro negro conteniendo  54.09 % (p/p) (1); (2) espectros de fieltros o blancos conteniendo 38.07 % (p/p) (2) y 40.02%.(p/p) (3).  muestras de calibración,  muestras de validación. 
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En la Figura 66 se puede apreciar la agrupación de las muestras en función del 
soporte impregnado y como la distribución entre los conjuntos de calibración y 
validación es homogénea en el espacio del gráfico de scores. Cabe destacar que 
las medidas DR-NIR para cada uno de los soportes aparecen de forma más 
agrupada en su respectivo gráfico que las obtenidas por ATR-MIR. 
En cuanto a la selección de las regiones de calibración y el tipo de pre-
tratamiento de los espectros empleados en la construcción de los modelos PLS, 
se han tenido en cuenta las regiones del espectro en las que aparecen las 
principales bandas de la cocaína, que se han ido acotando y probando también 
diferentes pre-tratamientos, que incluyen normalización vectorial, eliminación 
de desnivel constante, sustracción de línea recta, normalización de mínimos y 
máximos, corrección de dispersión multiplicativa, MSC (Multiple Scatter Correction), primera derivada y segunda derivada, así como  primera derivada 
combinada con normalización vectorial, sustracción de línea recta o corrección 
de dispersión multiplicativa, de manera que se obtuviera el menor RMSECV; 
posteriormente se optimizó el modelo y se seleccionó aquel con el que se 
obtuviera la mayor capacidad predictiva para el conjunto de validación, esto es, 
el menor error de predicción.  
En la Tabla 39 se resumen los parámetros de los mejores modelos PLS 
obtenidos para cada tipo de medida, con indicación de los valores de los errores 
de la calibración, la validación cruzada y el análisis del conjunto de validación. 
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Tabla 39. Parámetros de los modelos PLS seleccionados para la determinación por espectroscopia infrarroja de cocaína en soportes impregnados. 
MODELO PLS-DR-NIR PLS-ATR-MIR 
Modo de medida Sonda DR-NIR ATR-MIR 
Muestras utilizadas 44 espectros de tres soportes impregnado 51 espectros de tres soportes impregnados 
Regiones del espectro 
(cm-1) 
6136.5-5882.0 
5876.2-5523.3 
5197.4-4142.5 
3108-2370 
1392-1267 
989-889 
654-542 
Pre-procesado Normalización vectorial Primera derivada 
Factores 6 6 
R2(%) 99.7 97.8 
RMSEE (% p/p) 0.43 1.12 
RMSECV (% p/p) 1.94 1.54 
RMSEP (% p/p) 0.88 0.60 
RPD 7.54 13.2 
Como se puede apreciar, tanto el modelo PLS-DR-NIR como el modelo PLS-ATR-MIR requieren de 6 factores, aunque este último presenta mayor capacidad predictiva para las muestras del conjunto de validación, ya que mientras el modelo con sonda presenta un RMSEP de 0.88 % (p/p), con el modelo PLS-ATR-MIR se obtuvo un 0.60 % (p/p), con un valor del RPD de 13.2 frente a un 7.54 del modelo PLS-DR-NIR. Hay que tener en cuenta que la toma de muestras para cada uno de los modelos ha sido diferente, de manera que en el modelo PLS-DR-NIR se ha llevado a cabo un mapeo de toda la superficie del tejido haciendo uso de la sonda de fibra óptica, mientras que para el modelo PLS-ATR-MIR se han empleado porciones de cada uno de los tejidos impregnados y sobre ellas se ha realizado un mapeado más reducido y acorde a sus dimensiones. En todo caso, para la totalidad de la tela se ha considerado un único valor de referencia.  
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4.4.4 Aplicación de los modelos obtenidos a una muestra problema 
Se aplicó el test cualitativo ATR-MIR en dos pasos a una muestra problema de fieltro blanco impregnado de dimensiones 5 x 8 cm2 procedente de un nuevo decomiso. A partir de ello se obtuvieron los siguientes resultados: la biblioteca identificaba en primer lugar muestra como de cocaína sin adulterar y en segundo lugar como una muestra de cocaína adulterada con levamisol, con una calidad de hit de 815 y 751 respectivamente, tomando un punto de medida al azar. Cuando se consideran puntos de medida diferentes, los valores de calidad de hit obtenidos fueron del mismo orden. Finalmente se aplicó el test de identidad para los adulterantes esperados y el resultado fue negativo. Por tanto estamos ante una muestra de fieltro blanco impregnado de cocaína sin adulterar. 
Para verificar la exactitud de los modelos PLS seleccionados se llevó a cabo una validación empleando la muestra problema de tejido blanco impregnado. Se registraron los espectros de dicho tejido, tanto por ATR-MIR como por DR-NIR;  y se compararon los valores predichos por los modelos PLS con los obtenidos después de analizar la muestra por el método de referencia GC-FID. A continuación se comentan los resultados obtenidos para este estudio. 
Se realizaron medidas por DR-NIR en cinco puntos de cada uno de las caras del tejido. Una vez obtenidos los espectros se hizo un estudio PCA de éstos y se representaron en el mismo gráfico de scores que el empleado para  el conjunto de calibración y validación del modelo PLS-DR-NIR seleccionado. Al comparar la distribución de las nuevas muestras en la representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 (Figura 67) se aprecia como las señales correspondientes a la muestra problema se agrupan aproximándose a  las del soporte impregnado de tela de fieltro blanca con un contenido en cocaína base de un 38.1 % (p/p) y que aparece en la parte superior derecha del gráfico. Esto indica que el soporte presenta unas características similares a las del tejido de fieltro blanco y que, 
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por tanto, el modelo PLS considerado debería ser adecuado para la cuantificación de esta nueva muestra problema. Por otro lado también se puede considerar que probablemente la impregnación sea homogénea dado que los scores de los espectros correspondientes a las réplicas de ambas caras de este tejido impregnado quedan muy agrupados entre sí.  
 
Figura 67. Representación de una nueva muestra de tejido impregnado en el gráfico de scores PC2 vs PC1 de las muestras de calibración y validación del modelo PLS-DR-NIR. Nota:  muestras de calibración,  muestras de validación,  nuevas medidas. 
En el caso del modelo PLS-ATR-MIR, los espectros de la muestra problema se han obtenido realizando 8 medidas por cada una de las caras, ya que el tip de tres milímetros, al ocupar menor superficie que la sonda permite realizar más medidas que ésta. Como en el caso anterior, se llevó a cabo un estudio PCA de los espectros obtenidos para la nueva muestra problema junto con los empleados en el conjunto de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR y en la representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 (Figura 68) se puede comprobar, al igual que ocurría en el caso de las medidas DR-NIR, que las señales que corresponden a los espectros problema se sitúan agrupadas 
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también cerca de los de las muestras de fieltro impregnado blanco con un contenido en cocaína base de 38.1 % (p/p). Esto confirma lo que ya se dedujo a partir de las medidas DR-NIR, esto es, que la muestra problema tiene unas características similares a dichos espectros y que la impregnación puede considerarse muy homogénea. En conclusión, el modelo PLS-ATR-MIR construido también debería ser adecuado para la cuantificación de esta nueva muestra de tejido impregnado. 
 
Figura 68. Representación de una nueva muestra de tejido impregnado en el gráfico de scores de las muestras de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR. Nota:  muestras de calibración, 
 muestras de validación,  nuevas medidas. 
A partir de los espectros NIR y MIR y utilizando los modelos PLS seleccionados se predijo el contenido de cocaína en esta nueva muestra de tejido impregnado. Los resultados obtenidos para esta muestra problema, para cada uno de los modelos PLS considerados, se indican en la Tabla 40, en la que se pueden ver para cada punto de medida en ambas caras. 
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Tabla 40. Resultados obtenidos por los modelos PLS en el análisis de una nueva muestra de tejido impregnado y comparación estadística de los mismos. 
Modelo PLS-DR-NIR Modelo PLS-ATR-MIR 
Punto de muestreo Valor obtenido cocaína base, % (p/p) Punto de muestreo Valor obtenido cocaína base, % (p/p) 
Cara A 
1 42.56 1 42.20 2 43.02 2 42.32 3 43.04 3 39.55 4 42.87 4 41.32 5 41.93 5 41.43  6 43.16 7 41.10 8 41.16 
Media Cara A 42.7 ± 0.5 Media cara A 41.5 ± 1.1 
Cara B 
6 43.02 9 42.81 7 42.23 10 42.87 8 42.39 11 41.57 9 42.43 12 45.16 10 42.51 13 40.12   14 43.97   15 40.03   16 45.22 
Media Cara B 42.5 ± 0.3 Media cara B 42.7 ±2.0 
Cara A+B 
Media A+B 42.6 ± 0.4 Media A+B 42.1±1.7  Comparación de los valores obtenidos por ambos modelos a¬|®  1.13 a¿|© 2.10 
Comparación de resultados obtenidos con los modelos PLS con el valor de referencia (método GC-FID) 
Valor de referencia 41.4 ± 2.6 (n=3) a¬|®  0.82 a¬|®  0.64 a¿|©  4.3 a¿|©  2.10 
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Para comparar los valores obtenidos, se aplicó el test t de comparación de medias. En el caso del modelo PLS-DR-NIR la desviación estándar no es estadísticamente comparable con la del método de referencia, ya que las medidas NIR presentan mayor precisión que los datos obtenidos por CG-FID. Los resultados obtenidos tanto para el modelo PLS-DR-NIR como para el modelo PLS-ATR-MIR resultaron estadísticamente comparables a los obtenidos con el método de referencia. En cuanto a la precisión de los modelos PLS, las medidas obtenidas por el modelo PLS-DR-NIR son más precisas, esto se confirmó al comparar las medidas realizadas sobre la misma superficie por ambos modelos. Se observó que en el análisis de esta muestra el modelo PLS-DR-NIR resultó más preciso, presentando un coeficiente de variación del 1 % frente al 4 % para el modelo PLS-ATR-MIR (Tabla 40).  
Un test t de comparación de medias aplicado a la comparación de los valores obtenidos por cada uno de los modelos PLS evidencia que no presentan diferencias estadísticamente significativas respecto al valor obtenido con el método de referencia GC-FID. Asimismo, los valores medios de contenido de cocaína obtenidos por cada uno de los modelos PLS son estadísticamente comparables entre sí, a pesar de que el modelo PLS-DR-NIR presenta una precisión mayor. 
En la Tabla 41 se muestran los datos de precisión intermedia para el modelo PLS-ATR-MIR, que como se ha dicho es el que presenta menor precisión de los dos estudiados. Para ello se tomaron medidas de la muestra problema en tres días diferentes. Se realizaron 8 medidas para cada una de las caras y se calcularon los contenidos de cocaína base haciendo uso del mismo modelo PLS-ATR-MIR. 
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Tabla 41. Estudio de la precisión de las medidas de cocaína empleando el modelo PLS-ATR-MIR. 
Como puede comprobarse de los resultados indicados en la Tabla 41, la precisión en cada uno de los días de medida, expresada como coeficiente de variación, varía desde un 2.6 %  hasta un 6.7 %. Los valores medios obtenidos para cada uno de los días, considerando las dos caras, resultan estadísticamente comprables entre sí, tanto los contenidos promedio obtenidos como la precisión de los mismos. Para el conjunto de todas las medidas se ha obtenido un coeficiente de variación global del 4.7 %. La mayor variación se obtuvo 
Contenido de cocaína base, % (p/p) 
Punto de muestreo Día 1 Día 2 Día 3 
Cara A 1 42.20 42.08 43.09 2 42.32 40.54 40.19 3 39.55 41.98 44.17 4 41.32 42.84 44.07 5 41.43 39.70 42.07 6 43.16 38.99 43.08 7 41.10 42.14 37.04 8 41.16 38.67 42.52 
Media cara A 41.5±1.1 40.9±1.6 42.0±2.4 
Cara B 9 42.81 39.98 42.67 10 42.87 42.43 44.23 11 41.57 40.13 41.88 12 45.16 43.09 40.34 13 40.12 46.56 41.11 14 43.97 42.66 41.17 15 40.03 38.05 43.75 16 45.22 38.30 43.60 
Media Cara B 42.7±2.0 41.4±2.8 42.3±1.4 
Cara A+B 
Media 42.1±1.7 41.1±2.2 42.2±1.9 
 Media (3 días)41.8±2.0 
 RSD (%)                                     4.7% 
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considerando las medidas de cada cara por separado lo cual indica que pequeñas variaciones en el punto de medida podrían influir en la precisión. Aun así, los valores medios considerando ambas caras presentan resultados de precisión similar y, por tanto, el método PLS-ATR-MIR se considera adecuado para la determinación cuantitativa de cocaína en los soportes impregnados cuando se compara con el valor de referencia tanto en términos de precisión como también de exactitud. 
En conclusión, el estudio PCA sirvió para establecer una estimación de la idoneidad del modelo para la determinación de cocaína en las muestras problema, considerando que ambos modelos, tanto el PLS-ATR-MIR como el PLS-DR-NIR, resultan adecuados para la determinación de cocaína en tejidos impregnados cuando se emplean muestras impregnadas, previamente caracterizadas, para construir los modelos de calibración. El modelo PLS-DR-NIR, por sus características de medida podría ser más útil en el caso de soportes de mayor dimensión, ya que permite hacer un mapeo de una gran superficie del tejido con mayor facilidad, mientras el PLS-ATR-MIR lo sería en el caso de muestras de dimensiones más reducidas, ya que el tamaño del tip permitiría obtener una mayor número de medidas. 
Una vez comprobado que los modelos son útiles para la determinación de cocaína en tejidos de fieltro impregnados que, como ya se ha indicado, son los soportes más comunes que suelen encontrarse en este tipo de incautaciones, el siguiente paso fue realizar un estudio considerando otros tipos de soportes. A continuación se presenta el supuesto de análisis de un soporte de pasta de papel impregnado de dimensiones reducidas (6 x 4 cm2, aproximadamente).En este caso se optó por emplear el modelo PLS-ATR-MIR que, como ya se ha indicado, permite obtener mayor número de medidas en los soportes de pequeño tamaño y que es el que se tenía disponible en ese momento. Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente sección.  
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4.4.5 Empleo del modelo PLS-ATR-MIR en el análisis de pasta de papel impregnado 
Para evaluar la posibilidad de aplicar el método desarrollado para tejidos impregnados a otras matrices diferentes a las de tejido de fieltro blanco o negro, se midió por ambas caras una hoja de pasta de papel de 6 x 4 cm2 que, estaba impregnada en cocaína. En total se obtuvieron 12 medidas en puntos diferentes de la superficie de cada una de las caras dos caras del soporte obteniendo, por tanto, un total de 24 espectros ATR-MIR.  
En la Figura 69 se indican los espectros ATR-MIR de un mismo punto pero en las dos caras de la lámina impregnada, pudiéndose observar que ambos espectros son muy parecidos; lo que indicaría que la impregnación por ambas caras es similar. Si se comparan estos espectros con los del patrón de cocaína clorhidrato, se ve que, al igual que en el caso de los fieltros impregnados, las principales bandas que aparecen corresponden con las de la cocaína clorhidrato, lo que hace pensar que no deberían producirse interferencias para la cuantificación de la cocaína presente debidas al soporte de la muestra.  
Se aplicó a las muestras impregnadas  el test cualitativo ATR-MIR desarrollado previamente para la determinación de cocaína y de sus posibles adulterantes en muestras sólidas y se concluyó que los dos primeros resultados para la comparación con la biblioteca fueron los correspondientes a una muestra de cocaína sin adulterar y a patrón de cocaína clorhidrato, con una calidad de hit  de 762 y 754 respectivamente, considerando un punto al azar de la muestra. La aplicación del test en los diferentes puntos de medida no produce variación en los resultados obtenidos, de manera que se obtienen valores de hit del mismo orden, independientemente del punto considerado. Los test de identidad fueron negativos para todos los adulterantes considerados en el estudio. Por tanto, nos encontramos con una muestra problema de pasta de papel impregnada con cocaína que no presenta ninguno de los adulterantes esperados.  
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Se realizó un estudio PCA de los espectros obtenidos junto con las muestras de fieltro impregnado utilizadas para la construcción del modelo PLS-ATR-MIR. En el gráfico de scores PC2 vs PC1 (Figura 70) se puede observar que los espectros de pasta de papel impregnada aparecen agrupados y próximos al conjunto de los soportes de fieltro blanco impregnados (concretamente a la muestra que contenía un 38.1 % (p/p) de cocaína base), presentando además una baja dispersión. Esto indicaría que el método PLS-ATR-MIR desarrollado para las telas impregnadas podría resultar adecuado para el análisis de las muestras de pasta de papel. Además, la proximidad de los puntos en el gráfico de los scores supondría que la impregnación de la matriz es considerablemente homogénea y bastante parecida para ambas caras del soporte. 
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Figura 69. A. Espectros ATR-MIR de una hoja de pasta de papel impregnada con cocaína, obtenidos en ambas caras de un mismo punto de medida. B. Detalle del modo de medida. 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
178 Resultados y discusión 
 
 
Figura 70. Representación de las medidas de la pasta de papel impregnada en el gráfico de scores PC2 vs PC1 de las muestras de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR. Nota:  muestras de calibración,  muestras de validación,  lámina de pasta de papel impregnada. 
Los espectros de la pasta de papel impregnada se procesaron con el modelo PLS-ATR-MIR (ver detalles del mismo en la Tabla 39) y los resultados obtenidos para cada uno de los puntos de medida se indican en la Tabla 42. Los valores promedio obtenidos para ambas caras resultaron comparables entre sí y con el valor de referencia obtenido en el análisis por GC-FID. Por lo tanto, se puede confirmar que tal como indicaba el estudio PCA, el método PLS-ATR-MIR empleando modelos construidos a partir de tejidos impregnados resulta adecuado para la cuantificación de cocaína en muestras de pasta de papel. Tal como se había supuesto a partir del grafico de los scores, la precisión de los resultados individuales obtenidos en las medidas de cada una de las caras del soporte confirma que la impregnación es bastante homogénea para toda la lámina.  
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Tabla 42. Resultados obtenidos para el análisis PLS-ATR-MIR de cocaína en una lámina de pasta de papel impregnada y comparación estadística de los mismos con el valor de referencia encontrado por GC-FID. 
Punto de muestreo Valor obtenido cocaína base, % (p/p) 
Punto de muestreo Valor obtenido cocaína base, % (p/p) 
1 51.31 13 53.49 2 48.60 14 51.25 3 49.15 15 51.22 4 50.33 16 50.88 5 49.78 17 51.27 6 48.27 18 51.86 7 48.59 19 51.60 8 50.52 20 50.19 9 49.11 21 52.28 10 48.82 22 52.62 11 54.35 23 51.78 12 51.19 24 51.80 
Cara A 50.0±1.5 Cara B 51.7±0.8 
  Media total 50.8 ± 1.6 % (p/p) 
  Valor de referencia 50.7±2.5 % (p/p) 
  ÊËÌÍ 0.211   ÊÊÌÎ 2.05 
En conclusión, los modelos de cuantificación mediante medidas ATR-MIR resultan adecuados cuando se presentan muestras como las que se han considerado en este apartado que presentan una impregnación homogénea aunque la matriz sea diferente. Por lo general, no es habitual encontrarse con muestras de impregnación no homogénea ya que la mayoría de materiales utilizados para este fin son telas de tipo fieltro como las que se han empleado en la construcción de los modelos PLS desarrollados, y normalmente la cocaína se ha depositado en las mismas mediante inmersión en una disolución concentrada y posterior secado del disolvente [47]. 
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En la siguiente sección se presenta un ejemplo de los supuestos en los que la impregnación de las muestras no es tan homogénea. 
4.4.6 Determinación de cocaína en muestras con impregnación no homogénea 
El ejemplo estudiado en esta sección corresponde al decomiso de una especie de espuma de poliuretano impregnada con cocaína, de dimensiones 4 x 3 cm2, en la que por el aspecto que presenta se aprecia que la impregnación no resulta del todo homogénea. Como se ha indicado, esta falta de homogeneidad se aprecia a simple vista debido a las diferencias morfológicas y al tacto de ambas caras del material (ver detalle de la Figura 71 A). 
A diferencia de los materiales impregnados considerados hasta ahora, que presentaban un grosor de aproximadamente 1-2 mm y una apariencia similar en ambas caras, esta muestra con aspecto de espuma presenta un grosor mucho mayor y esto podría suponer que la cocaína quedara impregnada también en el interior al que no es posible acceder con la sonda para realizar la medida sin llevar a cabo un corte seccional. Además la diferencia entre una y otra cara del material es evidente a simple vista. Mientras una cara presenta un tono gris y la impregnación de cocaína resulta muy evidente, la otra cara es de un tono rosado y parece que la cocaína haya penetrado más en su interior. Esto podría deberse a que el proceso de impregnación se hubiera realizado por absorción a través de una de las caras de la espuma de una disolución concentrada de cocaína y posterior eliminación del disolvente por secado. 
En la Figura 71 B se muestran espectros ATR-MIR de ambas caras de la espuma impregnada. A partir de ellos se evidencia, de forma manifiesta, la existencia de claras diferencias entre ambos lados, lo que sugiere que el contenido en cocaína será también distinto para cada una de las caras de la muestra.  
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Se realizó un  estudio PCA con los espectros problema y se compararon los de las telas utilizadas para la construcción del modelo PLS-ATR-MIR y en la representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 (Figura 72) se observa que aparece una diferencia y una clara dispersión de las medidas para cada una de las caras de la espuma impregnada con cocaína. Mientras que los espectros correspondientes a la cara A quedan agrupados junto con los de las telas de fieltro impregnadas, el resto forman un grupo nuevo de espectros que presenta, a su vez, una mayor dispersión. Esto hace prever que la impregnación de ambas caras de la espuma pueda ser claramente diferente. 
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Figura 71. A. Detalle de la medida de las muestras de espuma por las dos caras en el que puede apreciarse las diferencias morfológicas entre ambas. B. Espectros ATR-MIR obtenidos de ambas caras de la muestra de la espuma impregnada en cocaína. 
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Figura 72. Representación de las medidas ATR-MIR de la espuma impregnada en el gráfico de scores PC2 vs PC1de las muestras de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR. Nota:  muestras de calibración,  muestras de validación,  cara de la espuma con impregnación homogénea, cara de la espuma con impregnación no homogénea. 
Se aplicó el test cualitativo ATR-MIR para la identificación de cocaína y sus posibles adulterantes, obteniéndoselos resultados que se comentan a continuación. Para la cara que por sus características externas y los resultados del estudio PCA se espera que presente una impregnación homogénea, en la comparación con la biblioteca el primer resultado obtenido fue el correspondiente a una muestra de cocaína sin adulterar, mientras que el segundo se atribuía a una mezcla de cocaína y levamisol, con una calidad de hit del mismo orden para los diferentes puntos de medida. El test de conformidad resultó negativo para todos los adulterantes esperados. Sin embargo, en el caso de la cara con impregnación no homogénea el resultado de la identificación variaba en función del punto de medida considerado. A modo de ejemplo, en la Tabla 43 se indican los resultados obtenidos para tres puntos al azar de cada una de las caras del material impregnado, pudiéndose ver la variabilidad obtenida para una de las caras. 
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Tabla 43. Resultados del test de identidad para diferentes puntos de una espuma de poliuretano impregnada con cocaína. 
Cara/Punto de medida (hit) Resultado de la biblioteca Resultado del test de identidad para adulterantes 
1/1 (808) Muestra de cocaína sin adulterar (749) Mezcla de cocaína y levamisol Negativo para todos los adulterantes. 
1/2 (798) Muestra de cocaína sin adulterar (723) Mezcla de cocaína y levamisol Negativo para todos los adulterantes. 
1/3 (895) Muestra de cocaína sin adulterar (768) Mezcla de cocaína y levamisol Negativo para todos los adulterantes. 
2/1 (132) Mezcla con cafeína, tetracaína y procaína (130) Mezcla con levamisol y cafeína La calidad de hit no es suficiente para la aplicación del test. 
2/2 (748) Cocaína sin adulterar (706) Cocaína mezclada con levamisol. Negativo para todos los adulterantes. 
2/3 (456) Cocaína sin adulterar (418) Cocaína mezclada con levamisol La calidad de hit no es suficiente para la aplicación del test. 
Nota: Cara 1 corresponde a la cara de impregnación homogénea, mientras que Cara 2 es la no homogénea. 
Como se puede observar, los valores para los puntos de medida en la cara de impregnación homogénea son del mismo orden y permitirían la aplicación del test cualitativo ATR-MIR, donde se había establecido un valor de corte para la calidad de hit  de 500. En el caso de los puntos de medida de la cara no homogénea de la espuma, en algunos de ellos el valor de calidad de hit obtenido se considera demasiado bajo para aplicar el test ATR-MIR, poniendo de manifiesto nuevamente, tal como se había visto en el estudio PCA, la falta de homogeneidad de la impregnación del material y la dificultad de aplicar un procedimiento de medida ATR-MIR en estas circunstancias.  
Los espectros de ambas caras de la espuma se analizaron con el modelo PLS-ATR-MIR para cuantificar la cantidad de cocaína presente y los resultados obtenidos se indican en la Tabla 44. La predicción de los valores con el método 
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PLS-ATR-MIR indica que la impregnación por ambas caras es claramente distinta. En el caso de la cara A los valores presentaban una dispersión por debajo del 2 %, similar a la obtenida para las telas o la lámina de pasta de papel impregnada, lo que confirma que podría considerarse que la impregnación es bastante homogénea y comparable con la de los soportes anteriores,  tal como cabía esperar a partir del gráfico PCA. Para la cara B los valores obtenidos presentaban una gran dispersión, obteniéndose en algún caso resultados negativos, carentes de sentido. Esto indica que tan sólo podrían utilizarse las medidas de una de las caras para la cuantificación de la cocaína con una precisión adecuada. Estos resultados son coherentes con los obtenidos en el test cualitativo ATR-MIR donde obteníamos diferentes valores de calidad de hitpara los diferentes puntos de la espuma. 
Tabla 44. Resultados obtenidos en el análisis de una muestra de espuma impregnada utilizando el modelo PLS-ATR-MIR construido para telas impregnadas. 
Medida Cara A Cara B 
1 51.63 10.66 2 51.97 < 0 3 50.63 41.10 4 49.84 < 0 5 51.79 62.41 6 50.49 11.68 7 50.99 13.63 8 49.10 16.80 9 51.94 60.41 
Media 50.9 31 s 0.9 23 RSD (%) 1.9 % 75 % 
Valor de referencia 68.1±2.2 % (p/p)(n=3)   Por lo que respecta a la exactitud, si se compara el resultado obtenido para la cara A con el correspondiente al análisis de la muestra por el método de 
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referencia GC-FID, tras la extracción de la cocaína absorbida, se comprueba que los valores no son coincidentes; además es de destacar que el valor obtenido por PLS-ATR-MIR es significativamente inferior al de referencia. Ello podría deberse a las diferencias existentes entre las matrices de tela y de espuma, mientras que la tela de fieltro es de un espesor aproximado de 1-2 mm y da lugar a una distribución bastante homogénea de la cocaína en todo su volumen,  la espuma tiene un espesor aproximado de 5 mm, lo cual, como ya se ha comentado, puede provocar que la cocaína se introduzca de forma preferente en su interior. Además hay que tener en cuenta que para el registro de los espectros ATR-MIR la muestra se presiona sobre el cristal del accesorio ATR utilizando la prensa de que dispone y que está dotada de un sensor que mide la presión ejercida; el hecho que la matriz sea espuma frente a una tela más fina y compacta puede suponer que la presión final ejercida sobre la interfase cristal/muestra no sea la misma y, en consecuencia, que la absorbancia IR de las bandas del espectro presenten intensidad distintas en función del ángulo de contacto. 
En conclusión, para el caso del análisis de espumas impregnadas, las medidas ATR-MIR únicamente tendrían utilidad como técnica de screening que permita establecer de forma rápida la posible presencia de cocaína, el nivel de concentración y el grado de homogeneidad/heterogeneidad en la distribución de la misma en este tipo de muestras. La información proporcionada por estas medidas ATR-MIR resultaría de utilidad para establecer la estrategia de muestreo más adecuada en función de las características de las muestras, con objeto de aplicar de forma correcta un método de referencia. La representación gráfica de los scores en el estudio PCA nos sirve para evaluar la capacidad de la técnica para predecir los valores de cocaína en los soportes impregnados. De manera que esta estrategia sólo sería adecuada, desde el punto de vista cuantitativo, cuando las muestras presenten impregnación homogénea por ambas caras y la textura/consistencia del material sea similar a la de los utilizados para la construcción de los modelos PLS. Cuando los criterios para el 
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uso de la técnica no se cumplen, ésta nos sirve para la confirmación de la presencia de cocaína como alternativa a otra de clase A (clasificación del SWGDRUG), como la espectrometría de masas, y pueden obtenerse resultados confirmatorios de forma rápida con la ventaja de que no se requiere de la extracción previa de la cocaína del soporte, que la medida es directa y que se trata de una técnica no destructiva. 
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4.5 Determinación de cocaína en disoluciones acuosas por ATR-MIR 
Otra forma de introducción de cocaína que va cobrando más fuerza entre las organizaciones que se dedican al tráfico de drogas es el de su disolución en diferentes matrices líquidas. Es por ello que esta parte de la Tesis Doctoral se dedicará al estudio de muestras líquidas sospechosas de contener cocaína. Para ello se consideró el estudio de una aprehensión de cocaína camuflada en forma de 53 botellas de un litro de capacidad que simulaban vinagres de fruta. A simple vista, las botellas se presentaban etiquetadas como vinagres de fruta de diferentes sabores (fresa, uva, mora, piña, melón y durazno) pero una consideración más detallada de su contenido permitió comprobar que en algunas de ellas se apreciaba una separación en dos fases líquidas mientras que en el resto la disolución resultaba totalmente homogénea y transparente. Esta aparente separación de las fases se veía bastante afectada por la temperatura (si las muestras enfriaban en nevera, la separación resultaba más evidente). Como no se podía establecer una correlación entre el etiquetado y el contenido de la botella  no se pudo plantear un muestreo representativo y se tuvo que proceder a analizar e identificar el contenido de todas las botellas. En esta sección se plantea la identificación de las muestras positivas y negativas mediante un test de conformidad a partir de sus espectros ATR-MIR y la posterior cuantificación de las muestras positivas empleando un modelo PLS-ATR-MIR construido utilizando para la calibración patrones acuosos de cocaína a diferentes niveles de concentración, todo ello como alternativa a los métodos de referencia por GC-MS y GC-FID ya vistos en la Parte Experimental. 
Las 53 muestras de supuestos vinagres de fruta, sospechosas de contener cocaína disuelta se analizaron por el procedimiento de referencia GC-MS y se detectó cocaína en 31 de ellas en las que, tal como se ha comentado anteriormente, se observaba una cierta  separación de fases (ver detalle de la 
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Figura 73). Las muestras positivas se analizaron por el método de referencia GC-FID y en la Tabla 45 se indican los contenidos obtenidos para cada una de ellas. 
 
 
 
Figura 73.A. Espectro de masas del pico de cocaína detectado en la muestra sospechosa. B. Espectro de cocaína obtenido de la biblioteca de espectros. C. Detalle en el que se aprecia la separación de fases que se produce al enfriar las botellas con resultado positivo de cocaína. 
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Tabla 45. Contenidos de cocaína encontrados en las muestras de vinagre de fruta por el método de referencia GC-FID. 
Muestra Valor de referencia cocaína base, % (p/p)  Muestra Valor de referencia cocaína base, % (p/p) 
1 15.06  17 16.76 2 15.66  18 15.74 3 17.18  19 14.74 4 17.30  20 16.52 5 14.79  21 16.68 6 15.45  22 15.78 7 15.61  23 15.42 8 16.19  24 14.97 9 17.96  25 17.34 10 15.96  26 14.21 11 16.80  27 12.40 12 17.69  28 13.38 13 16.16  29 14.11 14 14.57  30 15.85 15 16.60  31 17.92 16 14.95     
4.5.1 Espectros ATR-MIR 
Para la identificación y análisis de las muestras de cocaína en disolución se prepararon disoluciones patrón de cocaína a diferentes concentraciones y se obtuvieron sus respectivos espectros ATR-MIR. En la Figura 74 se indican los espectros ATR frente a un background de la celda vacía, correspondientes a un blanco de agua y tres disoluciones patrón al 5 %, 10 % y 20 % p/p en la que se pueden apreciar las bandas características de la cocaína. Puede verse también el detalle de la región entre 1700-950 cm-1 y su variación de intensidad en función de la concentración de cocaína en cada patrón.  
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Figura 74. Espectros ATR-MIR de disoluciones acuosas de cocaína y de un blanco de agua. A. Patrones de cocaína en disolución al 5, 10 y 20 % (p/p). B. Detalle de la zona del espectro entre 1550 y 850 cm-1. C. Blanco de agua. D. Detalle de la zona del espectro entre 1550 y 850 cm-1 para un blanco de agua. 
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Tal como se ha comentado, dado que las muestras positivas presentan una separación de fases, para caracterizar dichas fases se registraron los espectros de cada una de ellas por separado así como el de la fase homogeneizada tras agitación manual. En la Figura 75  se puede apreciar que en la fase inferior de la muestra antes de la agitación las bandas de cocaína, que aparecen en la región de 1550 a 850 cm-1, son mucho más intensas que las observadas en la fase superior y que en la muestra homogeneizada. Esto confirma que la diferencia de fases en las muestas se debe a la presencia de diferentes cantidades de cocaína en disolución. Este comportamiento de separación de fases y diferentes niveles de cocaína en las mismas podría indicar que no se trata únicamente de una fase acuosa y que podría estar presente algún otro disolvente relativamente miscible con el agua.  
 
Figura 75. Espectros ATR-MIR de muestras de vinagres de frutas conteniendo cocaína. A. Patrón acuoso de cocaína al 20 % p/p. B. Espectro de la fase inferior de una muestra positiva. C. Espectro de la fase superior de una muestra positiva. D. Espectro de la muestra homogenizada.  
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Se registraron los espectros ATR-MIR de las muestras problema, por triplicado tras agitación manual. En la Figura 76  se pueden ver los espectros ATR-MIR, en la región donde se presentan las bandas de la cocaína, de un blanco de agua, una muestra positiva y una negativa. Si se comparan los espectros de una muestra positiva y una negativa se aprecian claramente las diferencias en la zona en que aparecen las bandas que corresponden a la cocaína.  
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Figura 76. Espectro ATR-MIR de una muestra de vinagre positiva a cocaína, un blanco de agua y una muestra de vinagre negativa a cocaína en la región de 600 a 2500 cm-1. 
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4.5.2 Análisis cluster (HCA) de los espectros obtenidos para los vinagres de frutas 
Como ya se ha comentado, la presencia o ausencia de dos fases y por tanto de cocaína no se puede relacionar con el aspecto externo de las botellas, ya que vienen etiquetadas haciendo referencia a diferentes sabores de frutas, por lo que  no existe relación entre el sabor y el contenido en cocaína. Se procedió a realizar un estudio HCA a partir de los espectros ATR-MIR de las muestras, de los patrones acuosos de cocaína y de blancos de agua para detectar pautas entre las diferentes muestras. Para ello se eligió la zona del espectro en se observan las bandas de la cocaína y se seleccionó la región de 1491 a 942 cm-1, probando diferentes pre-tratamientos y finalmente seleccionando la opción de primera derivada combinada con normalización vectorial. En dichas condiciones se obtuvo el dendrograma de la Figura 77A en el que claramente se diferencian  dos grupos que corresponden a muestras positivas y negativas. Observando únicamente las muestras que contienen cocaína (Figura 77B) y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el análisis del contenido de cocaína por el método de referencia GC-FID, se aprecia que existen tres grupos, que podrían asignarse a lotes o partidas que difieren en la concentración media en cocaína base, que son aproximadamente del 15.0, 16.5 y 17.5 % (p/p), respectivamente. 
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Figura 77A. Dendrograma obtenido en el HCA de las muestras de supuestos vinagres. Condiciones: algoritmo de Ward considerando la distancia Euclídea, empleando la primera derivada + normalización vectorial de los datos espectrales correspondientes a las regiones de 942 a 1491 cm-1.  
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Figura 77 B. Detalle de la distribución de las muestras positivas de vinagre conteniendo cocaína en el dendrograma obtenido a partir de los espectros ATR-MIR. Condiciones: Las indicadas en la figura 77A.  
Si se realiza una representación gráfica de los valores obtenidos para las muestras por el procedimiento de referencia en función del grupo asignado por el HCA se aprecia claramente la división de las muestras en los tres lotes según su contenido medio en cocaína (Figura 78), lo que podría indicar que se trata de tres remesas posiblemente preparadas por separado. Por otra parte, no se ha encontrado una correlación clara entre un determinado sabor del vinagre y la presencia de cocaína en la muestra correspondiente. 
Grupo 2:  Cocaína 16.5 % (p/p) 
Grupo 3:  Cocaína 17.5 % (p/p) 
Grupo 1:  Cocaína 15.0 % (p/p) 
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Figura 78.  Distribución en grupos de las muestras de vinagre positivas en cocaína en función de la concentración y del HCA.  
4.5.3 Test de conformidad para el análisis cualitativo de cocaína disuelta 
Para el análisis cualitativo de las muestras se empleó un test de conformidad (ident) con el software OPUS 6.5 que permitió clasificar las muestras en positivas o negativas. Como espectros de referencia se utilizaron blancos de agua y patrones de cocaína preparados en concentraciones de 5, 10 y 20 % (p/p). Utilizando la misma región y tratamiento previo del espectro que el considerado para el HCA se aplicó el test de conformidad que permitió clasificar las muestras como positivas o negativas, en función de la presencia o no de cocaína en las mismas. En la Figura 79 se puede ver, a modo de ejemplo, los resultados del test de conformidad, usando el método desarrollado con la opción ident, correspondientes a una muestra positiva y una negativa. Cabe destacar que tanto la selectividad, la especificidad y la eficiencia que se alcanzan para el conjunto de muestras considerado resultaron ser del 100 %, no detectándose ni falsos positivos ni falsos negativos. Esto evidencia, una vez más, 
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la adecuación del procedimiento ATR-MIR propuesto como método de screening para clasificar las muestras de cocaína en disolución acuosa.  
 
 
Figura 79.  Ejemplos de las pantallas de resultado para el test de conformidad sobre la presencia de cocaína correspondiente a una muestra positiva y una negativa de vinagre de frutas. 
4.5.4 Modelo PLS-ATR-MIR para la determinación cuantitativa de cocaína disuelta 
Una vez verificada la adecuación de las medidas ATR-MIR para llevar a cabo la identificación de cocaína camuflada en disoluciones acuosas, se estudió la posibilidad de obtener información cuantitativa mediante el empleo de la calibración PLS. Con este fin se construyó un modelo PLS a partir de un conjunto de calibración constituido por patrones acuosos de cocaína. Para ello se prepararon patrones con concentraciones de cocaína base de 4.67, 5.00, 8.97, 10.0, 15.87 y 20.0 % (p/p), así como un blanco de agua que se utilizaron para la modelización. En el conjunto de validación se introdujeron cinco muestras reales positivas (muestras de la 21 a la 25 de la Tabla 45) y tres negativas. Tanto al realizar la calibración como en la validación se trabajó con las réplicas 
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independientes de los espectros registrados por triplicado. Las muestras positivas se seleccionaron de manera que estuvieran presentes los tres grupos identificados en el HCA. Para la selección de las regiones espectrales en la construcción del modelo de calibración se tuvo en cuenta la región entre 1500 y 1000 cm-1, que es donde aparecen la mayor parte de las bandas de la cocaína en las muestras positivas. A partir de aquí se acotó la región y se eligió el tratamiento previo de los datos espectrales para obtener un menor RMSECV y posteriormente se optimizó para obtener un modelo con mayor capacidad predictiva para las muestras incluidas en el conjunto de validación. En la Tabla 46 se indican los parámetros del modelo PLS-ATR-MIR seleccionado. Sin necesidad de utilizar muestras reales para la calibración, ya que se emplearon patrones preparados y blancos de agua, con un pre-tratamiento de segunda derivada y considerando únicamente un solo factor, se obtuvo un modelo con una muy buena capacidad predictiva para las muestras del conjunto de validación con un RMSEP de 0.39 % (p/p) y un RPD de 22.  
Tabla 46. Parámetros del modelo PLS-ATR-MIR para el análisis de cocaína en disolución. 
PARÁMETROS DEL MODELO PLS-ATR-MIR 
Modo de medida ATR-MIR 
Regiones del espectro (cm-1) 1392.5-1303.8 1182.3-1116.7 
Pre-procesado Segunda derivada Factores 1 R2(%) 99.94 RMSEE (% p/p) 0.18 RMSECV (% p/p) 0.18 RMSEP (% p/p 0.39 RPD 22.0 
En la Figura 80 se puede ver la representación gráfica de los valores de concentración de cocaína obtenidos frente a los de referencia empleando el modelo PLS-ATR-MIR para las muestras y los patrones, tanto para la calibración, 
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la validación cruzada y la predicción. En el caso de la calibración el coeficiente de determinación obtenido fue de un 99.94 %, muy similar al de la validación cruzada y al de validación del conjunto de test, que resultan ser de 99.93 %  y  99.74 % respectivamente. 
 
 
 
Figura 80. Gráficos de los valores predichos del modelo PLS-ATR-MIR para las muestras de cocaína en disolución. A. Calibración. B. Validación cruzada. C. Validación del conjunto test. 
A 
B 
C 
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En el estudio HCA se comprobó  cómo se encontraban tres lotes en función de la concentración de cocaína disuelta. Realizamos ahora un estudio PCA para comprobar si se conserva esta pauta y si se pueden establecer similitudes entre las muestras negativas etiquetadas con diferentes sabores de frutas o entre las muestras positivas y los patrones. Para ello utilizamos las condiciones empleadas en la calibración PLS. Los resultados obtenidos se pueden ver en la Figura 81. Como se puede apreciar en la Figura 81A, los espectros de los patrones quedan clasificados en función de la concentración de cocaína y separados de las muestras reales,  ordenados de mayor a menor concentración de cocaína de izquierda a derecha en el gráfico de scores PC2 vs PC1. Tanto las muestras negativas como el blanco de agua quedan agrupadas. Esto nos indica, como ya se ha comentado que las muestras positivas presentan además de agua, algún disolvente relativamente miscible con el agua que le confiera a la muestra unas características diferentes. En la Figura 81B, se aprecia el gráfico de scores PC2 vs PC1 del estudio PCA una vez introducidas las muestras problema, tanto positivas como negativas y se observa como las muestras negativas se agrupan todas alrededor del blanco de agua. En el caso de las muestras positivas y tal como se había visto en el HCA, se forman los tres grupos de muestras en función de la concentración de cocaína presente, de izquierda a derecha del gráfico de mayor a menor concentración, que corresponde a concentraciones medias de cocaína de 15.0, 16.5 y 17.5 % p/p. En la Figura 81C se puede ver el detalle de la zona del gráfico donde se agrupan dichas muestras.  
 
 
 
 
 
 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
Resultados y discusión 201 
 
 
 
Figura 81. Estudio PCA de las muestras acuosas sospechosas de contener cocaína. A. Muestras utilizadas en los conjuntos de calibración y validación del modelo PLS. B. Total de muestras utilizadas en el estudio. C. Detalle de las muestras problema positivas. Nota:  muestras de calibración,  muestras de validación,  muestras positivas, ∆ muestras negativas. 1. Muestras con concentración media de cocaína 15.0% p/p. 2.  Muestras con concentración media de cocaína 16.5% p/p. Muestras con concentración media de cocaína 17.5% p/p. 
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4.5.5 Comparación de los resultados obtenidos con los encontrados por el método de referencia 
Para la comparación de los resultados obtenidos por PLS-ATR-MIR en el análisis de muestras de vinagre de frutas con los del método de referencia se tomaron los espectros de las tres réplicas de las 26 muestras positivas que no se emplearon para la validación del modelo, se analizaron utilizando el modelo PLS-ATR-MIR indicado en la Tabla 41 y se calculó el valor promedio con la correspondiente desviación estándar. Los resultados obtenidos se comparan con los del método de referencia aplicando, en este caso, un test t por parejas para la comparación de los mismos. No se optó por aplicar un test t de comparación de medias, ya que se disponía tan solo de una media de referencia para cada muestra y del estudio HCA se dedujo que las muestras pertenecían a lotes o partidas diferentes. Las muestras 26 a la 31 no se han tenido en cuenta para la comparación de los métodos, ya que al realizar el HCA con los parámetros especificados anteriormente, la clasificación de las muestras no correspondía con los valores obtenidos en la cuantificación. A continuación se explica el caso particular de cada una de estas muestras y por qué se han rechazado:  
• Muestras 26, 27 y 28. Al realizar el estudio HCA quedaron clasificadas en el Grupo 1 de media 15.0 % (p/p). Los valores predichos por el modelo PLS también las situarían en ese grupo pero los valores de referencia obtenidos por GC-FID resultaron demasiado bajos y se consideró que pudo haber un problema en la cuantificación por dicho método, probablemente debido a una mala homogenización de las muestras.  
• Muestras 29 y 31. En el HCA quedan clasificadas en el Grupo 2, de media 16.5% (p/p). Los  valores obtenidos  por el modelo PLS también las sitúan en el grupo 2. En el caso de la muestra 29 el valor de referencia GC-FID resulta demasiado bajo y como en el caso anterior se consideró 
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que podría haberse cometido un error en la homogenización de la misma para su análisis por CG-FID. Para la muestra 31, el valor de referencia resulta demasiado alto, lo cual también se podría explicar por una mala homogenización de la muestra. 
• Muestra 30. Quedó clasificada en el Grupo 3, de media 17.5 % (p/p). En este caso el valor predicho por el modelo PLS-ATR-MIR  coincidió con el grupo en el que se  clasificó la muestra por HCA pero el valor obtenido por el método de referencia GC-FID resulta demasiado bajo y como en los casos anteriores se podría explicar por la falta de homogeneidad de la muestra.  
Las incidencias anteriores señalarían las dificultades de analizar muestras cuyo comportamiento puede cambiar con la temperatura de almacenamiento, en especial, cuando se analizan por técnicas diferentes en momentos distintos. 
Los resultados finales obtenidos se indican en la Tabla 47, donde las muestras rechazadas aparecen sombreadas. Si se aplica un test de datos emparejados excluyendo las muestras mencionadas, se concluye que ambos métodos no presentan diferencias estadísticamente significativas para la cuantificación de cocaína en disolución. Como se pudo ver, el HCA permite establecer la coherencia de los resultados obtenidos y rechazar aquellas muestras donde se pudo cometer algún error, consecuencia de una adecuada falta de homogeneidad de la misma a la hora de realizar los análisis. 
En cuanto a la precisión obtenida en la predicción para las tres réplicas de las muestras problema, en todos los casos el RSD es inferior al 1 %, lo cual indica que el método PLS-ATR-MIR propuesto presenta características apropiadas de exactitud y precisión para la determinación de cocaína en disoluciones acuosas. 
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En conclusión, la combinación del test de conformidad y el modelo de regresión PLS-ATR-MIR proporcionó resultados comparables al método de referencia, permitiendo llevar a cabo el análisis de forma rápida y directa, sin la necesidad del empleo de reactivos ni disolventes, y con un mínimo consumo de muestra. 
Tabla 47. Resultados obtenidos para las muestras problema de vinagre de frutas conteniendo cocaína analizadas por el método PLS-ATR-MIR comparados con los obtenidos por el método de referencia.  
 Cocaína base % (p/p)  
Muestra Valor de referencia Valor PLS-ATR-MIR diferencia 
1 15.06 15.85±0.05 0.79 2 15.66 16.31±0.03 0.65 3 17.18 17.98±00.6 0.80 4 17.30 18.14±0.02 0.84 5 14.79 15.88±00.5 1.09 6 15.45 15.82±0.04 0.37 7 15.61 16.14±0.01 0.53 8 16.19 15.38±0.03 -0.81 9 17.96 17.02±0.02 -0.94 10 15.96 15.66±0.09 -0.30 11 16.80 15.56±0.02 -1.24 12 17.69 16.88±0.04 -0.81 13 16.16 16.07±0.07 -0.09 14 14.57 15.76±0.05 1.19 15 16.60 16.75±0.13 0.15 16 14.95 16.14±0.12 1.19 17 16.76 17.02±0.11 0.26 18 15.74 15.80±0.02 0.06 19 14.74 16.08±0.02 1.30 20 16.52 16.69±0.17 0.17 26 14.21 15.85±0.06 1.64 27 12.40 15.70±0.03 3.30 28 13.38 15.39±0.07 2.01 29 14.11 15.85±0.08 1.74 30 15.85 17.93±0.06 2.08 31 17.92 16.11±0.06 1.81 
Promedio de las diferencias -0.26 s 0.77 ÊËÌÍ  1.51 ÊÊÌÎ  2.09 
Nota: Los valores de las casillas sombreadas no se han considerado para la comparación estadística. 
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4.6 Caracterización de muestras de cocaína negra 
En este apartado se va a considerar la caracterización por ATR-MIR de un conjunto de muestras de cocaína a las que se le ha añadido alguna sustancia  con el objetivo de modificar su aspecto habitual de polvo blanco y enmascarar la reacción del tiocianato de cobalto que, como ya se ha mencionado, es la prueba presuntiva más utilizada por las unidades aprehensoras para la detección de cocaína. En concreto se han estudiado dos tipos de muestras en las que se detectó la presencia de cocaína después de analizarlas por cromatografía de gases: un conjunto de muestras decomisadas que simulaban ser café y una segunda muestra con aspecto de polvo compactado de color negro.  
4.6.1 Muestras de cocaína con apariencia de café 
En este caso se disponía de once paquetes de supuesto café molido procedentes de diferentes decomisos de los que se sospechaba que podían contener cocaína en su interior. El aspecto de la sustancia era similar al del café molido, tanto en su textura como en el color, si bien el olor era diferente al que cabría esperar. 
En la muestra se podían apreciar pequeños gránulos de color marrón muy oscuro que hacían que no fuera del todo homogénea. Al realizar a estas muestras el test presuntivo de tiocianato de cobalto se obtuvo un resultado negativo aunque, por su procedencia y circunstancias en las que se produjo la incautación, existía una sospecha evidente de que no se trataba simplemente de café.  
Se planteó la obtención de los espectros ATR-MIR como técnica de screening para la detección de cocaína en estas muestras sin necesidad de manipulación o preparación previa de las mismas. Para caracterizar y establecer las diferencias de las muestras sospechosas con muestras reales de café se obtuvieron los espectros ATR-MIR de las mismas así como de café molido de tueste natural. Se 
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realizó una sustracción de espectros y el resultado se comparó con el espectro de un patrón de cocaína clorhidrato. Como puede verse en la Figura 82, el espectro de la muestra problema homogenizada (D) presenta las bandas características tanto de la cocaína (C) como del café molido (B). Al realizar una sustracción al espectro original del espectro de café molido, se pueden apreciar con más claridad en el espectro resultante (A) las bandas características de la cocaína, confirmando que se trata de una mezcla de ambos componentes o, al menos, de un producto vegetal similar o relacionado con el  café que se ha mezclado con cocaína. Además, en el espectro de las muestras sospechosas aparece una banda entre 2150-2000 cm-1 que no corresponde con el patrón de cocaína ni de su  mezcla con el café y que bien podría ser debida a la presencia de un agente enmascarante de la reacción de cocaína con tiocianato de cobalto. Esto nos demuestra el potencial de la técnica ATR-MIR y el tratamiento de los espectros para la caracterización de la matriz en este tipo de muestras complejas.    
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Figura 82. Espectros ATR. A. Espectro resultante de sustraer el espectro de café al de la muestra problema. B. Espectro de café molido. C. Espectro de patrón de cocaína clorhidrato. D. Espectro problema. 
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Tal como se ha indicado previamente, observando la muestra con detalle se apreciaba la presencia de unos pequeños gránulos más oscuros, lo que indicaba que ésta no era totalmente homogénea. Con objeto de averiguar la diferencia de composición de la muestra se obtienen por separado los espectros de las motas oscuras y del resto de la matriz de la muestra. En la  Figura 83, se puede apreciar el espectro de la muestra homogénea (A) y el de cada una de las fracciones por separado (B, C). En el espectro de la parte de la muestra con aspecto de motas negras (B) se pueden apreciar con mayor claridad las bandas de la cocaína (D) junto con la sustancia que presenta una banda entre 2150-2000 cm-1, mientras que la parte de la muestra sin las motas negras (C) es mucho más parecida al espectro de café (E). Esto nos indica que nos encontramos ante una muestra claramente heterogénea y que, por tanto, debe ser adecuadamente homogenizada antes de proceder a su análisis para determinar su contenido en cocaína. 
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La determinación cualitativa de cocaína en estas muestras sospechosas de café resulta sencilla utilizando el método cualitativo desarrollado en el apartado 4.2.2, para la detección de cocaína y sus adulterantes más comunes en muestras sólidas por medidas ATR-MIR. Los dos primeros resultados de la biblioteca corresponden a cocaína clorhidrato y a cocaína mezclada con levamisol con una calidad de hit de 507 y 471 respectivamente, con lo que el segundo resultado se rechazaría por no alcanzar el valor de calidad de hit mínimo que  hemos establecido en 500. Si aplicamos el método de identidad para los adulterantes esperados el resultado es que no se detecta ninguno de ellos en la muestra y, por tanto,se confirma la presencia de cocaína clorhidrato en estas muestras. Por todo ello, la técnica ATR-MIR constituye una prueba de screening rápida y no destructiva para este tipo de muestras, que no necesita de una preparación previa de la muestra para la extracción de la cocaína presente y su posterior análisis por GC-MS. 
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Figura 83. Espectros ATR. Muestra decomisada tras la homogenización (A). Fracción de gránulos negros (B). Fracción una vez eliminados los  gránulos negros (C). Patrón de cocaína clorhidrato (D). Café molido de tueste natural (E).  
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Para comprobar si pueden detectarse pautas en estas muestras de café que contienen cocaína se realizó un estudio PCA junto con las muestras utilizadas en los conjuntos de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR para muestras adulteradas. La representación gráfica de los scores PC2 vs PC1 puede verse en la Figura 84. 
 
Figura 84. Representación de las medidas ATR-MIR de las muestras de supuesto café sospechosas de contener cocaína en el gráfico de scores PC2vs PC1 de las muestras de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR para muestras adulteradas. Nota: muestras de calibración,  muestras de validación, muestras presuntamente de cocaína mezclada con café. 
Como se puede observar en el gráfico de scores, las muestras objeto de estudio quedanagrupadas junto con las muestras de cocaína adulteradas y, por tanto,  se espera que el modelo PLS-ATR-MIR pudiera resultar adecuado para la cuantificación de cocaína en estas muestras sospechosas de café.  
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Partiendo de estas premisas se planteó el análisis cuantitativo de estas muestras por PLS-ATR-MIR utilizando el modelo PLS-ATR-MIR desarrollado para las muestras adulteradas de cocaína en polvo y se compararon con los obtenidos en el análisis por cromatografía de gases. Los resultados obtenidos se indican en la Tabla 48. 
Tabla 48. Resultados obtenidos por el modelo PLS-ATR-MIR para las muestras de café conteniendo cocaína. 
Decomiso/muestra Valor de referencia GC-FID % (p/p) Valor PLS-ATR-MIR % (p/p) Diferencia % (p/p) 
1/1 16.41 20.34 3.94 1/2 20.53 21.48 0.95 1/3 17.83 22.67 4.84 1/4 18.32 22.18 3.86 1/5 18.82 20.24 1.42 1/6 21.86 21.18 -0.68 1/7 18.67 18.20 -0.47 1/8 23.24 17.83 -5.41 1/9 17.18 19.03 1.85 2/1 20.20 22.82 2.62 2/2 17.47 21.94 -4.47 
Media±s de las diferencias 0.76 ±3.32   ÊËÌÍ 0.76   ÊÊÌÎ 2.23 
Como se puede observar de la información contenida en la Tabla 48,  los resultados son estadísticamente comparables a los obtenidos por el método de referencia cuando se aplica un test por parejas. Por tanto, se considera que el modelo PLS-ATR-MIR resulta adecuado para la cuantificación de cocaína en estas muestras.  
Con el objetivo de conseguir un modelo con mayor capacidad predictiva para las muestras de café, se planteó construir un nuevo modelo PLS-ATR-MIR específico para estas muestras utilizando únicamente patrones de cocaína y café. Se prepararon mezclas de cocaína y café a diferentes concentraciones, con 
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el fin de obtener un calibrado para construir un modelo PLS que permitiera cuantificar las muestras decomisadas. En la Figura 85 se pueden ver los espectros ATR-MIR de una muestra de cocaína mezclada con café comparada con la muestra problema y los espectros de café molido y patrón de cocaína. Las principales diferencias se observan, como ya se había comprobado, en la zona sobre 2000-2150 cm-1. Esto nos demuestra que existe algún tipo de interferencia de la matriz de las muestras, que podría deberse a  que se le hubiera añadido algún componente con objeto de enmascarar el ensayo de identificación de la cocaína mediante la prueba con tiocianato de cobalto.  
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Figura 85. Espectros ATR-MIR. A. Muestra problema de café molido conteniendo un 17.48 % (p/p) de cocaína. B. Mezcla preparada con café común y cocaína clorhidrato con un 25 % (p/p) de cocaína. C. Café común. D. Patrón de cocaína clorhidrato. 
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Se realizó una validación cruzada con un total de tres muestras medidas por triplicado: una muestra de cocaína clorhidrato y dos mezclas de café molido de tueste natural  y cocaína con unas riquezas del 25.0 y el 11.4% (p/p). 
Para la selección de las regiones de calibración se comenzó trabajando con la zona del espectro en la que se observaban las bandas del patrón de cocaína y se fue acotando la región y seleccionando el pre-procesado de manera que se obtuviera un modelo con un menor RMSECV. Posteriormente el modelo se validó con el conjunto de muestras decomisadas. Para validar el modelo en diferentes concentraciones, al conjunto de validación además de las muestras decomisadas se añadieron dos mezclas de cocaína y café, a concentraciones de cocaína base 54.6 y 64.7% (p/p). Para comprobar la distribución de las muestras utilizadas en el conjunto de validación y de calibración se realizó un estudio PCA de las mismas, del que se puede ver en la Figura 86 la representación gráfica de los scores PC2 vs PC1, donde se observa como las muestras quedan distribuidas en función de la concentración de cocaína presente. Además se aprecia una diferencia entre las muestras procedentes de cada uno de los decomisos. Las muestras pertenecientes a los dos decomisos quedan perfectamente diferenciadas en el gráfico de scores, lo cual podría indicar que proceden también de partidas diferentes y no de un mismo granel. 
Determinación de cocaína por espectrometría vibracional C. Pérez-Alfonso 
 
Resultados y discusión 213 
 
 
Figura 86. Representación gráfica de los scores PC2vs PC1para los espectros de las muestras utilizadas en el conjunto de calibración () y de validación () del modelo PLS-ATR-MIR para muestras de café conteniendo cocaína. 
Como se puede observar en la Tabla 49 se obtuvo un modelo de 2 factores, con un pre-procesado de los datos consistente en la primera derivada y normalización vectorial, que presenta un RMSECV de 0.55% (p/p), un RMSEP de 2.26 % (p/p) y un RPD de 9.81. Como puede verse, este modelo con sólo dos factores posee errores de validación cruzada y predicción mucho menores que los obtenidos con el modelo de cuatro factores establecido para muestras adulteradas. Este nuevo modelo construido para las muestras mezcladas con café no sólo mejora en cuanto a capacidad predictiva, sino que además mediante el estudio PCA nos permite diferenciar los dos decomisos de los que se dispone, lo que no ocurría con el modelo de muestras adulteradas. 
 
 
Decomiso 1 
Decomiso 2 
Mezcla 25.0% 
Patrón cocaína clorhidrato 
Mezcla 64.7% 
Mezcla 11.4% 
Mezcla 54.6 % 
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Tabla 49. Parámetros del modelo PLS-ATR-MIR para el análisis de cocaína en muestras de café. 
PARÁMETROS DEL MODELO PLS-ATR-MIR 
Modo de medida ATR-MIR Regiones del espectro (cm-1) 3108 a 2637 1305 a 1174 1038 a 963 Pre-procesado Primera derivada + Normalización Vectorial Factores 2 R2 (%) 99.99 RMSEE (% p/p) 0.45 RMSECV (% p/p) 0.55 RMSEP (% p/p) 2.26 RPD 9.81 
Los valores predichos por el nuevo modelo para cada una de las muestras se pueden ver en la Tabla 50.  
Tabla 50. Valores predichos por el nuevo modelo PLS-ATR-MIR para las muestras de supuesto café conteniendo cocaína. 
Decomiso/muestra Valor de referencia GC-FID% (p/p) Valor PLS-ATR-MIR % (p/p) Diferencia % (p/p) 
1/1 16.41 18,73 2,32 1/2 20.53 19,06 -1,47 1/3 17.83 19,03 1,2 1/4 18.32 22,07 3,75 1/5 18.82 20,12 1,3 1/6 21.86 19,01 -2,85 1/7 18.67 19,77 1,1 1/8 23.24 18,87 -4,37 1/9 17.18 21,12 3,94 2/1 20.20 20.02 -0.18 2/2 17.47 17.93 0.46 
Media ± s de las diferencias 0.47 ± 2.58   ÊËÌÍ 0.58   ÊÊÌÎ 2.23  
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En conclusión, la técnica ATR-MIR ha demostrado ser adecuada para la identificación de la presencia de cocaína en muestras en las que supuestamente se encontraba mezclada con café y que resultaban  negativas a la prueba del tiocianato de cobalto, ya que como se ha podido comprobar, las sustancias añadidas para enmascarar a la cocaína no interfieren en la identificación de las bandas de los espectros ATR-MIR. Además la técnica nos permite, mediante la modelización PLS, determinar de manera cuantitativa el contenido de cocaína presente en este tipo de muestras.  
4.6.2 Muestras de cocaína negra compactada 
En este caso de estudio nos encontramos con  un decomiso de polvo negro compactado,  que no se disgregaba fácilmente en el mortero,  como suele ocurrir con las pastillas de polvo compactado de cocaína de un kilo, que presentaba un aspecto totalmente diferente a éstas y que desprendía un intenso olor. La reacción a tiocianato de cobalto resultó negativa pero por las características de la aprehensión se sospechaba que podía contener cocaína. 
Se planteó la determinación de cocaína por el método cualitativo ATR-MIR desarrollado para las muestras en polvo y, para ello, se registró el espectro de la muestra, que se puede ver  en la Figura  87. En este caso, resulta complicado realizar una identificación de las bandas de cocaína, probablemente debido a que está mezclada con algún tipo de sustancia utilizada para la compactación y es de destacar que aparece una intensa banda sobre 2000-2150 cm-1. Los dos primeros resultados obtenidos al aplicar el test cualitativo ATR-MIR son mezcla de cocaína con levamisol, cafeína y fenacetina y mezcla de cocaína con levamisol, fenacetina y procaína con una calidad de hit de 176 y 149 respectivamente. En este caso la aplicación del test no es adecuada ya que en la comparación con la biblioteca no se alcanza la mínima calidad de hit que hemos establecido para su aplicación, muy probablemente a causa de la fuerte contribución al espectro IR por parte de la matriz de la muestra. 
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 Con el objetivo de detectar posibles pautas de esta muestra se realizó un estudio 
PCA con las muestras utilizadas en el conjunto de calibración y de validación del 
modelo PLS-ATR-MIR para muestras adulteradas en polvo. En el gráfico de scores PC2 vs PC1 de la Figura 88 se puede apreciar que las réplicas 
correspondientes a la muestra problema quedan agrupadas junto con las 
muestras de cocaína adulteradas, probablemente debido a la presencia de 
cocaína en la muestra compactada. Se planteó entonces utilizar un algoritmo de 
comparación diferente para éstas muestras, teniendo en cuenta el pre-
tratamiento del espectro y las regiones espectrales seleccionadas en el modelo 
PLS-ATR-MIR. En lugar del algoritmo estándar se empleó la correlación 
espectral con un pre-tratamiento de normalización vectorial excluyendo la 
región de 4000 a 1767 cm-1. Los dos primeros resultados obtenidos son patrón 
de cocaína clorhidrato y cocaína adulterada con levamisol con una calidad de hit 
de 617 y 598 respectivamente, lo que permite la aplicación de los test de 
conformidad para los adulterantes que dan un resultado negativo, con lo que el 
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Figura 87. Espectro ATR-MIR de una muestra de polvo compactado negro conteniendo cocaína. 
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test cualitativo daría como resultado la presencia de cocaína, sin que se detecte 
ninguno de los seis adulterantes con los que se ha trabajado en los estudios 
realizados en esta Tesis Doctoral. 
 
Figura 88. Representación de las medidas ATR-MIR de las muestras de cocaína negra compactada en el gráfico de scores PC2 vs PC1 de las muestras de calibración y validación del modelo PLS-ATR-MIR para muestras adulteradas. Nota:  muestras de calibración,  muestras de validación, muestras de cocaína negra compactada.  
Considerando que la muestra sospechosa de contener cocaína ha quedado agrupada con las muestras de cocaína en polvo adulterada empleadas en la modelización PLS-ATR-MIR, se decidió analizarla mediante este modelo y, en la Tabla 51, se comparan los resultados obtenidos para las réplicas con los valores de referencia correspondientes al análisis cromatográfico de las mismas. 
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Tabla 51. Resultados obtenidos para las muestras de cocaína compactada negra aplicando el modelo PLS-ATR-MIR para muestras de cocaína en polvo. 
Muestra (alícuota) Valor de referencia GC-FID % (p/p) Valor PLS-ATR-MIR % (p/p) 
1 19.87 19.41 2 18.96 19.63 3 19.67 19.58 
Media ± s 19.50 ± 0.48 19.54 ± 0.11 
 a¬|®  0.14 
 a¿|©  3.18 
Como se puede observar, el modelo PLS-ATR-MIR resulta más preciso que el procedimiento CG-FID, que requiere la extracción previa de la cocaína de la muestra. Si aplicamos el test estadístico para la comparación de las medias, el resultado es que los valores obtenidos para la muestra problema por el procedimiento PLS-ATR-MIR son estadísticamente comparables a los obtenidos por el método de referencia GC-FID. A pesar que la predicción de esta muestra ha ofrecido resultados aceptables, como tan solo se dispone de una muestra no sería adecuado generalizar las conclusiones, por lo que resultaría necesario realizar un estudio más amplio con un mayor número de muestras, de estas características o similares, para poder afirmar que el modelo PLS-ATR-MIR construido con las muestras adulteradas es adecuado para la predicción en el análisis de rutina de este tipo de muestra o si sería necesario construir un nuevo modelo que resultara más específico. 
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 5 Conclusiones finales 
La espectroscopia infrarroja, tanto mediante medidas de reflexión difusa en el infrarrojo próximo como a través de medidas de reflexión total atenuada en el infrarrojo medio, ha demostrado ser una técnica de gran utilidad para la detección y determinación de cocaína en sus diferentes formas de presentación: en polvo, disuelta, en soportes impregnados y mezclada con sustancias para interferir  su detección. 
Las principales ventajas que se obtienen con el uso de estas técnicas vibracionales son: 
1. Tanto la espectroscopia DR-NIR como ATR-MIR permiten realizar determinaciones cuantitativas comparables en cuanto a exactitud y precisión a las de los métodos de referencia GF-FID empleados en la actualidad en los Laboratorios Oficiales de Control de Drogas con una mínima manipulación de la muestra y sin requerir  el uso de disolventes ni reactivos, lo cual redunda en beneficios para el operador y el medio ambiente. 
2. Ambas son técnicas no destructivas, lo que permite conservar la muestra para futuros análisis en caso de que sea requerido. 
3. Son técnicas relativamente económicas, que están al alcance de la mayoría de laboratorios de análisis, debido al tipo de instrumentación 
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que se requiere; la paulatina introducción de las mismas en los laboratorios de análisis se debe, además de los consiguientes desarrollos metodológicos, a la reducción del coste de adquisición y mantenimiento de los equipos. Además, la introducción de sistemas portátiles permitiría llevar a cabo las determinaciones in situ y de forma rápida. 
4. Se ha puesto a punto un procedimiento analítico que permite caracterizar las muestras, en relación a la presencia de cocaína y sustancias adulterantes que la puedan acompañar, a partir del espectro ATR-MIR de las mismas sin necesidad de un tratamiento previo, evidenciando que la espectroscopia ATR-MIR permite realizar determinaciones cualitativas de cocaína con ayuda de los algoritmos de comparación de espectros. Se pueden construir bibliotecas y test de conformidad de forma sencilla y, de esta forma, aumentar la capacidad de la técnica como herramienta para el análisis cualitativo, que debería considerase como buena alternativa de técnica de elección en el caso de muestras a las cuales se les ha añadido alguna sustancia para enmascarar los test presuntivos de color.  
5. La unión de estas técnicas con métodos de reconocimiento de pautas como el HCA o el PCA permite una evaluación rápida de las muestras, dando como resultado una clasificación que permite establecer el tipo de patrones a partir de los cuales se podrían construir modelos para la determinación cuantitativa de cocaína en diferentes tipos de muestras sólidas provenientes del tráfico ilícito o que, como en el caso de las disoluciones de cocaína y los tejidos impregnados, puedan analizarse sin un tratamiento previo. 
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